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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE SEKER PANCARI URETIM ALANLARINDA ENFEKSIYON
OLUSTURAN Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) IZOLATLARININ P31
PROTEINININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Murat GUNGOR

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ

Vektor Polymyxa betae ile tasinan ve "rhizomania" hastaligina neden olan Beet
necrotic yellow vein virus (BNYVYV), seker pancari iiretim alanlarinda siklikla
rastlanan en tahripkar virlistiir. Bu c¢alismada, Tiirkiye’nin farkli cografik
bolgelerinden elde edilmis olan ve BNY V'V ile bulasik oldugu bilinen 15 toprak 6rnegi
kullanilmustir. Oncelikle, tuzak bitki testi yontemine gére BNYVV izolatlarinm
yeniden c¢ogaltimi saglanmistir. Seker pancari koklerinde P. betae’nin varligi
mikroskobik olarak ve RT-PCR ile belirlenmistir.

BNYVV RNA-4’ii tarafindan kodlanan P31 proteini, viriisiin vektorle etkili
taginmasi ve viriilensi ile iligkilidir. Bu ¢aligmada, 10 BNYVV izolatinin P31 gen
bolgesinin niikleotit dizileri elde edilmistir. Bu izolatlarin Diinya izolatlar1 ile BLAST
analizi ve elde edilen filogenetik agag, izolatlart; Grup Il ve Grup Il olmak iizere iki
farkli1 P31 grubuna ayirmistir. Grup I1’de sadece IGDR-6 izolat1 yer almis, Kas2 izolati
(Kazakistan) ile yiiksek niikleotit benzerligine (%99.76) sahip oldugu belirlenmistir.
GZNP-27, ELZG-44, SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148, CNKL-150, KSTM-281,
KYSR-524 ve ANKR-617 izolatlar1 ise Grup III'de yer almis, 1V4 izolat: (italya) ile
en yliksek benzerlik (%99.88-%100) géstermislerdir.

Ayrica, 15 BNYVV izolati viriisiin sistemik konukc¢usu Nicotiana
benthamiana 'ya mekanik olarak inokule edilmistir. Siddetli (ciicelik ve mozayik) ya
da zayif (mozayik) simptom olusumu gézlenen bu bitkilerin sistemik yapraklarindan
RNA izolasyonunu takiben, gen spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda; 15 BNYVV izolati ile enfekteli N.
Benthamiana’da P31 geni ile ilgili bolge saptanmasina ragmen, kilif proteini bolgesi
10 izolatta, P25 gen bolgesi 1 izolatta, P26 gen bolgesi ise 4 izolatta belirlenmistir. Bu
sonug, N. benthamiana’da BNYVV’nin simptom olusumunda P31 geninin rol
oynadigini desteklemis, P25 ve P26 gen bdlgelerinin ise bazi izolatlarda viriisiin
replikasyonu esnasinda tespit edilemedigini gostermistir.

Ocak 2020, 135 sayfa
Anahtar Kelimeler: Rhizomania, P. betae, P31, N. benthamiana



ABSTRACT
Master’s Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF P31 PROTEIN OF Beet necrotic
yellow vein virus (BNYVV) ISOLATES IN SUGAR BEET PRODUCTION AREAS
OF TURKEY

Murat GUNGOR

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Natural and Applied Science’s
Department of Plant Protection

Supervisior: Prof. Dr. Nazli Dide KUTLUK YILMAZ

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV), which is known as "the agent of rhizomania
disease" and transmitted by Polymyxa betae, is the most destructive and prevalent virus
in sugar beet fields. In this study, 15 BNYVV-infested soil samples were selected
according to their geographic locations. Firstly, BNYVV was propogated as bait plant
technique. The presence of P. betae was detected in the roots of bait plants using a
light microscopy and by RT-PCR using specific primers.

P31 protein encoded by BNYVV RNA-4 is associated with efficient vector
transmission and virulence. In this study, nucleotide sequences of P31 coding region
of 10 different isolates were obtained. The BLAST and phylogenetic analysis divided
BNYVV isolates into two different P31 groups as Group Il and Group Il1. The Group
Il consisted of only IGDR-6 isolate and found to have high nucleotide identity with
Kas2 isolate (99.76%). Also, GZNP-27, ELZG-44, SMSN-61, EDRN-125, BRSA-
148, CNKL-150, KSTM-281, KYSR-524 and ANKR-617 which were divided into
Group 111 had the highest similarity (99.88%-100%) with V4 isolate (Italy).

Additionally, systemic host Nicotiana benthamiana was mechanically
inoculated by 15 BNYVV isolates. Some BNYVV isolates induced very strong
symptom (dwarfing and mosaic) the others induced mild symptom (mosaic) on N.
benthamiana. After RNA isolation, RT-PCR studies were conducted by using gene
specific primers. This study showed that the P31 gene could be detected in N.
benthamiana plants infected with 15 BNYVV isolates, the CP gene with only 10
isolates, the P25 gene with one isolate and the P26 gene with four isolates. This result
supported that the P31 gene is involved in symptom expression on N. benthamiana,
the P25 and P26 genes were not possible to be detected with some BNYVV isolates
during virus replication.

January 2020,135 pages
Keywords: Rhizomania, P. betae, P31, N. benthamiana
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan seker; Avrupa’da ve iilkemizde iklim
kosullarindan dolay1 seker pancarindan (Beta vulgaris L.) elde edilebilmektedir. Seker
pancart Amaranthaceae familyasi igerisinde yer alan ekonomik 6neme sahip bir kiiltiir
bitkisidir (Monteiro vd, 2013). Bu bitki, seker iiretiminin yanisira, yan iiriinleri olan
kiispe ve yaprak kisimlarindan hayvan yemi olarak, melasindan ise alkol ve ispirto
elde edilmesinde kullanilmaktadir (Yardimci vd, 2012). Ayrica, seker pancari
tariminin yapilmasi, makine liretimi, bitki koruma, sulama, giibreleme, hayvancilik,
tagimacilik ve isci istihdami gibi sektorlerin de gelismesine dogrudan biiyiik katkilar

saglamaktadir.

Seker kamis1 ve seker pancarindan elde edilen seker arasinda kalite bakimindan
bir farklilik bulunmamaktadir. Fakat kamisin pancara gore daha diisilk maliyetlerle
tiretilmesi ve islenmesi sebebi ile kamis sekerinin maliyeti pancar sekerine gore daha
diisiik olmaktadir. Ulkemizde dahil olmak iizere Avrupa Birligi iilkeleri, Ukrayna ve
Rusya gibi iilkeler seker tiretimlerini seker pancarindan; ABD, Cin ve Japonya gibi
iilkeler hem pancardan, hem kamistan; tropikal bolgelerde yer alan Brezilya,
Hindistan, Meksika, Tayland ve Avustralya gibi birgok iilke ise seker kamisindan
seker iretmektedirler (Anonim, 2017).

2017 yilna ait Diinya’daki seker pancari iiretim verileri incelendiginde; ekim
alanlarina gore Rusya’nin 11.747.190 dekar ile ilk siray1r aldig1 ve Tiirkiye’'nin ise
3.388.260 dekar ekim alani ile besinci sirada bulundugu goriilmektedir. Fakat
Fransa’nin ekim alanina bakildiginda Almanya ve Amerika’ya gore daha az alanda
iretim yapiyor olmasina ragmen, Fransa’nin birim alandan elde ettigi verimin daha
yiiksek olmasi sebebi ile liretim miktarinin Almanya ve Amerika’dan yiiksek oldugu
gorilmektedir. Diinya genelinde ise toplam 48.940.260 dekar alanda seker pancari
tiretimi yaptlmaktadir (Anonim, 2017) (Cizelge 1. 1).



Cizelge 1.1. Diinya’da 2017 yili seker pancar {iretim verileri (Anonim, 2017)

. URETIM EKIiM ALANI Verim
ULKE ADI (ton) (da) (ton/da)
RUSYA 51.933.000 11.747.190 4.42
FRANSA 34.381.000 3.887.800 8.86
ALMANYA 34.059.000 4.067.000 8.37
AMERIKA 32.046.000 4.508.700 7.10
TURKIYE 20.828.000 3.388.260 6.14
POLONYA 15.732.000 2.317.160 6.14
MISIR 12.106.000 2.367.320 5.11
DUNYA 301.015.000 48.940.260 6.15

Tirkiye’de son 10 yil igerisinde iiretilen seker pancarimin {iretim verileri
incelendiginde, birim alandan elde edilen ortalama verim degerlerinin genel olarak her
yil arttigr goriilmektedir. Fakat 2018 yilinda ise verim degeri ve iliretim miktarinin

2017 yilina oranla azaldig1 dikkat ¢ekmistir (Anonim, 2018) (Cizelge 1. 2).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de son 10 yil i¢inde {iretilen seker pancari liretim verileri (Anonim, 2018)

= URETn\(qt é\r/]I)IKTARI HASA(TOI S\LANI a\i;;:j r:)
2009 17.274.674 3.239.704 5.332
2010 17.942.112 3.286.513 5.459
2011 16.126.489 2.938.411 5.488
2012 14.919.940 2.801.858 5.325
2013 16.488.590 2.909.097 5.668
2014 16.743.045 2.874.607 5.824
2015 16.022.783 2.739.912 5.848
2016 19.592.731 3.219.533 6.086
2017 21.149.020 3.388.829 6.241
2018 17.436.100 2.906.976 5.998

Tiirkiye’de 2018 yili igerisinde 2.921.044 dekar alana seker pancar1 ekimi
yapilmis olup 2.906.976 dekar alanda seker pancari hasati yapilarak toplamda
17.436.100 milyon ton seker pancari iiretimi gergeklestirilmistir. Uretim miktarlar1
bakimindan 5.079.242 milyon ton ile Konya ilk sirada ve 361.048 bin ton ile

Kahramanmaras ise onuncu sirada yer almaktadir (Anonim, 2018) (Cizelge 1. 3).



Cizelge 1.3. Tiirkiye’ de 2018 yili iginde en fazla seker pancari iiretimi yapan ilk on il
(Anonim, 2018)

. i i URETIM
ILLER EKILEN ALAN HASAT EDILEN ALAN

(da) (da) (ton)

Konya 731.688 731.458 5.079.242
Yozgat 264.597 262.876 1.444.994
Eskisehir 227.914 227.000 1.318.583
Aksaray 143.383 143.383 1.028.717
Kayseri 171.198 170.606 996.797
Sivas 129.775 129.446 679.983
Ankara 99.728 99.725 629.101
Karaman 77.017 77.017 554.380
Tokat 86.452 86.308 415.560
Kahramanmaras  54.245 54.245 361.048
TURKIYE 2.921.044 2.906.976 17.436.100

Seker pancarinda, ekiminden hasat edilerek fabrikaya getirilmesine kadar olan
yetistirme periyodunda ve sonrasinda ise depolanma siirecinde, biyotik ve abiyotik
bircok etmen degisik seviyelerde kayiplara sebep olabilmektedir. Bu kayiplara neden
olan etmenlerin basinda bakteriyel, fungal ve viral hastaliklar gelmektedirler. Viriis
kaynakli hastaliklardan dolayi, zaman zaman iriinde ve iriiniin kalitesinde ciddi

boyutlara ulasan verim ve kalite kayiplar1 goriilmektedir.

Seker pancari iiretim alanlarinda sorun olusturan ve plasmodiophorid vektor
Polymyxa betae Keskin ile taginan en 6nemli toprak kokenli viral etmenler: Beet
necrotic yellow vein virus (BNYVV; Seker pancart nekrotik sari damar viriisii), Beet
soil-borne mosaic virus (BSBMV; Seker pancart toprak kokenli mozayik viriisii), Beet
virus Q (BVQ); Seker pancart Q viriisii) ve Beet soil-borne virus (BSBV; Seker pancari
toprak kokenli viriisii)’diir (Smith, 1972; Mouhanna vd, 2002; Lennefors, 2006).

Diinya’da BNYVV tarafindan olusturulan ve "rhizomania™ olarak adlandirilan
hastalik, seker pancari iiretim alanlarinda verimi olumsuz sekilde etkileyen en 6nemli

toprak kokenli virus hastaliklarinin baginda gelmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’nin farkli cografik bolgelerinden elde edilmis olan
ve BNYVV ile bulasik oldugu bilinen 15 toprak 6rnegi kullanilarak, tuzak bitki testi
yontemine gére BNYVV izolatlarinin yeniden ¢ogaltimi saglanmistir. Seker pancari
koklerinde P. betae’nin varligi mikroskobik olarak ve Polymyxa betae’ya spesifik

primerler kullanilarak RT-PCR ile belirlenmistir. Ayrica, on BNYVV izolatinin,
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virlisiin vektor P. betae ile etkin olarak taginmasinda rol oynayan RNA-4 {izerinde yer
alan P31 geninin molekiiler olarak karakterize edilmesine ¢alisilmistir. Boylelikle,
izolatlar arasinda cografik orjinlerine bagli olarak molekiiler yonden farklilik olup
olmadiginin incelenmesi amaglanmustir. ilave olarak, 15 BNYVV izolatinin viriisiin
sistemik konukgusu olan Nicotiana benthamiana’ya mekanik yolla aktarimi yapilarak,
bu model bitkide BNYVV’nin farkli RNA segmentlerine ait gen bolgelerinin (CP,

P25, P26 ve P31) bulunma durumlar irdelenmeye caligilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diinya’da seker pancarinda verimi olumsuz etkileyen, fungal, bakteriyel ve viral
kaynakli toplam 82 hastaliktan, 51°i iilkemizde sorun olusturmaktadir (Ozgiir, 2003).
Viral hastaliklar seker pancarinda énemli bir yere sahiptir. Diinya’da seker pancari
tiretim alanlarinda enfeksiyona neden olan ve yaygin olarak goriilen viriisler Cizelge

2. 1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Seker pancarinda enfeksiyon olusturan viriisler (Biancardi ve Lewellen, 2016)

Viriis Adi Cins Familya Vektor

Beet curly top virus (BCTV)
Beet leaf curl virus (BLCV)

Beet yellows virus (BYV)

Curtovirus
Nucleorhabdovirus

Closterovirus

Geminiviridae
Rhabdoviridae

Closteroviridae

Circulifer tenellus
Piesma quadrata
Myzus persicae
Afhis fabae

Beet mild yellows virus (BMYV) Polerovirus Luteoviridae Myzus persicae
Beet western yellows virus (BWYV) Polerovirus Luteoviridae Myzus persicae
Beet chlorosis virus (BChV) Polerovirus Luteoviridae Myzus persicae
. . . Myzus persicae
Beet mosaic virus (BtMV) Potyvirus Potyviridae Afhis fabae
Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)  Benyvirus Benyviridae Polymyxa betae
Beet soil-borne mosaic virus (BSBMV) Benyvirus Benyviridae Polymyxa betae
Beet soil-borne virus (BSBV) Pomovirus Virgaviridae Polymyxa betae
Beet virus Q (BVQ) Pomovirus Virgaviridae Polymyxa betae
Beet oak-leaf virus (BOLV) Varicosavirus Rhabdoviridae ~ Polymyxa betae ?

Beet black scorch virus (BBSV) Betanecrovirus Tombusviridae  Olpidium brassicae

Bu viriislerden; Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)’iin neden oldugu
rhizomania hastalig1 seker pancarinda ekonomik olarak zarara neden olan en énemli
viral hastaliktir (Scholten ve Lange, 2000). Bunun nedeni; hastaligin seker pancari
tireten tiim tlkelerde bulasik olmayan alanlara halen devam eden yayilim: (McGrann
vd, 2009 ), toprakta uzun siire kalmasi ve seker pancari verimini % 80’den fazla

azaltabilecek potansiyel bir zarara sahip olabilmesindendir (Peltier vd, 2008 ).

2.1. Viriisiin Morfolojisi, Taksonomisi ve Genomik Ozellikleri

BNY VYV, pozitif duyarl tek sarmal RNA i¢eren dort ya da bes adet diiz cubuk seklinde
partikiillerden meydana gelmektedir (Putz, 1977; Tamada vd, 1989) (Sekil 2. 1).

BNYVV ilk basta Furoviriis cinsinin iiyeleri igerisine alinmis olmasina ragmen, 1997



yilinda International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) tarafindan
Benyvirus cinsinin {iyelerinin igerisine dahil edilmistir (Pferdmenges, 2007). Son
yapilan arastirmalar sonucunda ise BNYVV’nin Benyviridae familyasi igerisinde yer

alan Benyvirus cinsinin bir tiyesi oldugu bildirilmistir (Gilmer ve Ratti, 2017).

Sekil 2.1. BNYVV partikiillerinin elektron mikroskoptaki goriinimii (M. Erhardt, IBMP)

Dogal olarak enfeksiyona yakalanmis seker pancari koklerinde BNYVV'nin dort
genomik RNA segmentine (RNA-1, RNA-2, RNA-3 ve RNA-4) sahip oldugu
saptanmistir (Koening vd, 1986). Ayrica, baz1 BNYVYV izolatlarinin besinci RNA
segmentini de i¢erdigi tespit edilmistir (Tamada vd, 1989; Koenig ve Lennefors, 2000;
Harju vd, 2005). RNA-1, 6.746 niikleotitten olugsmaktadir. Bu segment replikasyonla
ilgili tek bir ORF (Open reading frame: agik okuma c¢ergevesi) icermekte ve 237
kDa’luk bir polipeptidi kodlamaktadir (Van Regenmortel vd, 2000). Bu polipeptid’den
sirastyla metil transferaz (MTR), helikaz (HEL), proteaz (PRO) ve RNA polimeraz
(POL) enzimleri kodlanmakta olup virlis replikasyonunda bu proteinler gorev

almaktadir (Bouzoubaa vd, 1987) (Sekil 2. 2).

RNA-2 segmenti, 4.612 niikleotit biiyiikliigiinde ve alt1 adet ORF’den meydana
gelmektedir (Bouzoubaa vd, 1986) (Sekil 2. 2). Ilk iki ORF (p21 ve p75), kilif protein
readthrough bolgesini meydana getirmektedir. Bu bolge viriis partikiillerinin bir arada
tutulmas1 ve vektor ile tasinma ile ilgili bolgeyi i¢ermektedir. RNA-2’nin tam
merkezinde bulunan ve ti¢lii gen blogu bolgesi (TGB) olarak isimlendirilen bolge ise

p42, pl3 ve pl5 proteinlerinden olusmaktadir. Bu proteinler kendi aralarinda
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birbirleriyle etkilesime girerek, viral RNA’larin hiicreden hiicreye tasinmasini
saglamaktadirlar (Gilmer vd, 1992). P42 proteini, viral RNA’lar1 birbirine
baglamaktadir (Bleykasten vd, 1996). Diger pl3 ve pl5 proteinleri ise
plasmodesmatanin gegirgenligini degistirerek viral RNA’lar1 hiicreden hiicreye
taginmasinda rol oynamaktadir (Lauber vd, 1998a). RNA-2 iizerindeki son ORF ise,
pl14 proteinini kodlamaktadir. Bu protein ise konuk¢u bitkide RNA susturulmasinin

(RNA silencing) baskilanmasinda gorev almaktadir (Dunoyer vd, 2002) (Sekil 2. 2).

RNA1 | wm HEL PRO POL | (a)
p75 TGB
i RT T pa2 p13  pis
RNA2 ._- [ I I (A)
cp | | pid

(A RNA 4

RNA 3

A
025 (A)

p6.5 p31
p68 pd6

RNAS [

Sekil 2.2. BNYVV’nin genomik bilesenleri (McGrann vd, 2009)

RNA-3, 1.775 niikleotitten olugsmakta olup, bu segment iic ORF’den meydana
gelmektedir (Bouzoubaa vd, 1985). RNA-3’iin ilk ORF’sinden 25 kDa’luk P25
proteini  kodlanmaktadir. P25 proteini simptom olusumu ve BNYVV’nin
patojenitesinde rol oynamakta ve dzellikle 67-70. pozisyonlardaki amino asitlerde (aa)
biiyiik bir varyasyon belirlendiginden dolay1, bu bdlgedeki aa’ler asir1 degisken tetrat
(hipervariable tetrat) olarak isimlendirilmektedir (Koenig vd, 1991). Bu proteinde en
fazla farkliligin g6zlendigi aa’in ise 68. pozisyonda yer alan aa oldugu bildirilmektedir
(Schirmer vd, 2005). Bu varyasyonlar, farkli izolatlarin patojenitesini etkilemekte ve
farkli tip izolatlarin ayirt edilmesine olanak saglamaktadir (Schirmer vd, 2005; Rush
vd, 2006). Immune-gold elektron mikroskop teknigi ile P25’in enfekteli hiicrelerin
hem c¢ekirdegi, hem de stoplazmasinda lokalize oldugu belirlenmistir (Haeberle ve

Stussi-Garaud, 1995). Bu segmentin (RNA-3) 2. ORF’sinden yine viriisiin patojenitesi



ve uzun mesafelere tasinmasindan sorumlu N proteini (6.8 kDa) ve son ORF’den ise
p4.6 (4.6 kDa) proteini kodlanmaktadir (Bouzoubaa vd, 1985; Tamada vd, 1989)
(Sekil 2. 2). Ayrica, RNA-31in virilisiin kok dokularinda yayilma ve ¢ogalmasinda da
rol oynadigi bildirilmistir (Tamada vd, 1990; Jupin vd, 1991; Koenig vd, 1991). P25
proteinin, seker pancari koklerinde, Chenopodium quinoa (Kinoa) ve Tetragonia
expansa (Yeni Zelanda ispanagi) gibi indikator bitkilerin yapraklarinda simptom
olusumuna da neden oldugu belirtilmektedir (Tamada vd, 1989; Jupin vd, 1992;
Pferdmenges, 2007). Jupin vd (1992), mutasyona ugramis veya silinmig P25 proteinine
sahip BNY VYV izolatlarin1 mekanik inokulasyon yontemi ile C. quinoa ve T. expansa
bitkilerinin yapraklarina bulagtirmislar ve bu mutant izolatlarin yabani tip BNYVV
izolatlarina gore daha hafif simptom olusumuna sebep olduklarini bildirmislerdir.
Koenig (2008) ise, niikleositoplazmik hareket i¢in 169, 172, 175 ve 178. pozisyonlarda
valin aa’inin bulunmasi gerektigini saptamis ve hareket yeteneginden yoksun BNYVV
izolatlarmin, C. quinoa bitkisinde klorotik lokal lezyon olusumuna sebep

olamadiklarini belirtmistir.

RNA-4 segmenti, 1.431 niikleotit uzunlugunda olup, 31 kDa'luk P31 proteinini
kodlamaktadir (Bouzoubaa vd, 1985) (Sekil 2. 2). BNYVV’nin, P. betae tarafindan
etkili bir sekilde taginmasi i¢in RNA-4’{in gerekli oldugu bildirilmistir (Tamada ve
Abe 1989; Rahim vd, 2007). Rahim vd (2007), Nicotiana benthamiana L. bitkilerinde,
siddetli simptom olusumunun RNA-3'ten ziyade, RNA-4 ile iliskili oldugunu
belirtmiglerdir. Ayni arastiricilar, bu proteinin seker pancari koklerinde post
transcriptional gene silencing (PTGS)’in bastirilmasi ve patojeniteden de sorumlu

oldugunu bildirmislerdir (Rahim vd, 2007).

RNA-5, 1342-1347 niikleotitten olusmakta olup, bu segment iizerinde yer alan
tek ORF'den 26 kDa'luk P26 proteinini sentezlemektedir (Kiguchi vd, 1996) (Sekil 2.
2). RNA-5’in niikleotit uzunlugunun BNYVYV izolatlari arasinda farklilik gosterdigi
saptanmistir (Koenig vd, 1997; Miyanishi vd, 1999; Zhuo vd, 2015). RNAS5, koklerde
olusan simptomlarin daha siddetli hale gelmesinde rol oynamakta ve viriisiin daha
agrasif hale gelmesine neden oldugu belirtilmektedir (Tamada vd, 1996). Ayrica,
RNA-5’in, Beta macrocarpa'da sistemik enfeksiyon olusumu ile iliskisinin oldugu
belirtilmekle birlikte; RNA-3'ten daha az bir etkisinin oldugu ifade edilmektedir
(Tamada vd, 1989). Diinya’da, Fransa (Koenig vd, 1997), Kazakistan (Koenig ve



Lennefors, 2000), Ingiltere (Harju vd, 2002; Ward vd, 2007), Cin (Koenig vd, 2008),
Japonya (Tamada vd, 1996; Miyanishi vd, 1999), Almanya (Koenig vd, 2008) ve son
olarak da Tiirkiye’den bazi BNYVV izolatlarinin RNA-5’1 igerdigi bilinmektedir
(Kutluk Yilmaz vd, 2016a).

2.2. Streyn Tipleri

1994’11 yillarda; Avrupa’daki BNY VYV izolatlar1t RFLP, SSCP ve baz dizisi analizleri
ile A-, B- ve P-tipi olmak iizere ii¢ streyn grubuna ayrilmistir (Kruse vd, 1994; Koenig
vd, 1995). A- ve B-tip BNYVYV izolatlar1 dort RNA segmentine sahip olup, kilif
protein geninin 62, 103 ve 172. pozisyonlarindaki aa’lerdeki farkliliklar A-
(Te2S103L172) ve B- tip (Se2N1osFi72) streynlerin ayirimina olanak saglamaktadir
(Miyanishi vd, 1999). A-tip BNYVYV izolatlar1 Diinya’da yaygin olarak goriiliirken
(Schirmer vd, 2005), B-tip streyn Avrupa’da sinirli alanlarda (Koenig vd, 2008),
Japonya (Miyanishi vd, 1999) ve Cin (Li vd, 2008)’de tespit edilmistir. Daha sonra,
Schirmer vd (2005) BNYVV RNA-5 igeren P-tip streynin Avrupa (P-tip streyn) ve
Asya (J-tip streyn) olmak tizere iki alt gruba ayrildigini, P26 proteini niikleotit dizi
analizlerindeki farkliliklar ile belirlemislerdir. Nitekim, P26 protein geni baz
dizisindeki iki bolgedeki silinme (pozisyon 77, 227-229) RNA-5 igeren izolatlarin
Asya P-tipi P26 protein (J-tip) ve Avrupa P-tipi P26 protein (P-tip) olarak ayirimini
saglamaktadir (Schirmer vd, 2005). Boylece, BNYVV’nin streyn sayisi dorde
ulagsmustir (A, B, P ve J). P- ve J-tip streynler bes RNA segmenti igermektedir. P-tip
streyn, 1970’li yillarda ilk olarak Fransa’da Pithiviers bdlgesinden izole edilmis
(Koenig vd, 1997) olup, daha sonra Kazakistan (Koenig ve Lennefors, 2000), Ingiltere
(Ward vd, 2007) ve iran (Mehrvar vd, 2009)’da rapor edilmistir. J-tip streyn ise; Cin
(Li vd, 2008), Japonya (Chiba vd, 2011) ve Tiirkiye (Kutluk Yilmaz vd, 2016a)’de
yaygin olarak goriilmekle birlikte; Almanya’da tek bir pancar tarlasinda varligi tespit
edilmistir (Koenig vd, 2008). Su ana kadar yapilan ¢aligmalarla tilkemizde A- ve J-tip
streynlerin bulundugu rapor edilmistir (Kruse vd, 1994; Kutluk Yilmaz vd, 2007,
Kutluk Yilmaz vd, 2010; Kutluk Yilmaz vd, 2016a).

Diger taraftan, 2003 yilindan beri yiiriitilen baz1 arastirmalara gore;
BNYVV’nin bu dort ana streyn grubuna ilave olarak yeni streynlerin olabilecegine

dair bulgular kayit edilmistir. Lemaire vd (2003), 2001 yilinda Fransa’nin Pithiviers



bolgesinde oOzellikle ‘Holly’ genotipini igeren (Rz1 dayaniklilik geni) tolerant
cesitlerde siddetli BNYVV simptomlarini rapor etmis ve bolgede RNA-5 icermeyen
P-tipi benzeri (“P-type like-RNA-5") yeni izolatlarin varligin1 bildirmislerdir. Bu P-
tipi benzeri izolatlarin sadece dort temel genomik RNA i¢cermekle birlikte, simptom
olusumu ile ilgili olarak izolatlarin ¢ogunun P25 proteini 67-70. aa pozisyonlarinda
‘AHHG’, ‘AFHR’ motifine sahip oldugu ve ‘AYHR’ tetrad motifi iceren A- ve B-tipi
izolatlar ile karsilastirildiginda, bu izolatlarin daha patojenik olduklar1 belirlenmistir
(Lemaire vd, 2003). Bunu takiben, Amerika (Liu ve Lewellen, 2007) ve iran (Mehrvar
vd, 2009)’da RNA-5 igermeyen, fakat P-tipi P25 tetrat motifine (SYHG) sahip yeni
BNYVYV izolatlar1 da rapor edilmistir. Daha sonraki yillarda ise, Peltier vd (2008) dort
genomik RNA igeren A-tip streyn’de ‘AYPR’ seklindeki P25 tetrat motifi belirlemis
ve bunu yeni bir BNY V'V streyni olarak bildirmistir.

Cizelge 2.1. BNYVYV streyn tipleri ve bu streynlerin cografik dagilimlari (Chiba vd, 2011;
Zhou vd, 2015; Tamada vd, 2016)

Orﬁg‘a' Streyn Tipi CP P25 P31l RNAG5* Cografik Dagim
A-l  Cin-H AyadaB I [ + Cin, Japonya, Ingiltere
A-l  Cin-Y AyadaB | | - Cin
. Fransa, Kazakistan,
A-Il  Fransa-P (P tip) A I 1 + ingiltere, iran
A-lIl Japon-D A I 1 + Japonya
A-1l Japon-O A Il lyadall + Japonya
A-Il  Cin-B AyadaB I | + Cin, Almanya
A-ll Qin-L B | | + Cin
Al Italya (Avrupa A | i _ Av[upa, Amerika, Orta
A-tip) Dogu
B  Cin-X A Il lyadalll  + Cin
Almanya, Fransa,
B Almanya (B-tip) B 11 v = Belgika, Avusturya,

Isvicre, Cekya, Cin

* + = RNA-5 var, - = RNA-5 yok

Daha sonra, BNY VYV izolatlarinin streyn ayirimindaki kompleks durumu daha
net bir sekilde agikliga kavusturmak amaciyla; ilk olarak Schirmer vd (2005),
cogunlugu Avrupa’dan elde edilen BNY VYV izolatlarin1 kilif protein (CP) (RNA-2),
P25 (RNA-3) ve P26 (RNA-5) genine gore analiz etmislerdir. Daha sonra, Chiba vd
(2011) ise, ¢ogunlugunu Asya izolatlarnin olusturdugu 73 BNYVV izolatinin bu iig
gene (CP, P25 ve P26) ilave olarak, P31 (RNA-4) genini de detayli olarak
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incelemislerdir. Bu ¢aligsmalar sonucunda; BNYVYV izolatlarinin CP genine gore iki
(A-tip ve B-tip), P25 genine gore ti¢ (P25-1, P25-11 ve P25-111), P31 genine gore dort
(P31-1, P31-I1, P31-11l ve P31-1V) ve P26 genine gore ise ii¢ (P26-1, P26-11 ve P26-
[I) gruba ayrildigimi bildirmislerdir (Schirmer vd, 2005; Chiba vd, 2011). Ana
proteinler esas alinarak (CP, P25 ve P31) (reassortant’lar hari¢) birlikte analiz
gergeklestirildiginde ise; BNYVYV izolatlarinin dort ayr1 klada (A-I, A-11, A-111 ve B)
ayrildig1 saptanmstir. Bu gruplandirmaya gore; A-I’de Cin-H ve Cin-Y streynleri, A-
II’de Fransa-P (P tip), Japon-D, Japon-O, Cin-B ve Cin-L streynleri, A-III’de italyan
streyni (Avrupa A-tip) ve B’de ise Cin-X ve Alman (B tip) streynlerinin yer aldig1
bildirilmistir (Chiba vd, 2011; Zhuo vd, 2015; Tamada vd, 2016). Bu arastiricilar,
BNYVV populasyonlari i¢in filogenetik evrimsel yollu, farkli cografik dagilima sahip
10 farkli grup teklif etmislerdir. Boylelikle, glinlimiizde BNYVV’nin streyn sayisi
10’a ulagmistir (Cizelge 2. 1).

Bugiin RNA-5 iceren BNYVV izolatlarinin evrimsel gelisimi iizerinde farkli
hipotezler ortaya atilmis bulunmaktadir. Tamada vd (2003), baz1 A-tip BNYVV
izolatlarmin RNA-5’i sonradan kazanarak P-tip streyne dontstiiglini ifade
etmektedirler. Diger taraftan, Chiba vd (2011) ise, BNYVV’nin yayilma rotasi ve
evrimsel tarihini agiklamak amaciyla yiirtittiikleri arastirma sonucunda; BNYVV’nin
oncelikle A- ve B-tip streyn olarak ayrildigin1 ve sonradan A-tip populasyonlarin
bazilarinin RNA-5 genom parcasini kaybettigini belirtmislerdir. Ayni arastiricilar,
rhizomania problemi yasanan Diinya’nin farkli bolgelerinden topladiklari toprak
ornekleri ile yiirittiikleri arastirma sonucunda; BNYVV’nin orjininin Dogu Asya
oldugunu ve en biiyiik genetik farkliligin ise Japon ve Cin izolatlarinda goriildigiinii

bildirmiglerdir (Chiba vd, 2011).

2.3. Cografik Dagilim

BNYVV ilk olarak Canova (1959) tarafindan 1953 yilinda italya’da rapor edilmistir.
Takiben, Japonya, Fransa (Putz ve Vuittenez, 1974), Almanya (Hamdorf vd, 1977) ve
Yunanistan (Kouyeas, 1979)’da da BNYVV’nin varlig1 tespit edilmistir. Ardindan,
1978’de Cin (Gao vd, 1983; Li vd, 2008) ve 1981°de ise ABD'de (Al Musa ve Mink,
1981) kayit edilmistir. Ulkemizde ise, BNYVV ilk olarak Koch tarafindan, 1987
yilinda Amasya Seker Fabrikasi’nin Erbaa ve Tasova boélgeleri ile Alpullu Seker
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Fabrikasi’nin Kesan ve Uzunkoprii bolgelerinde pancar iiretim alanlarinda tespit
edilmistir (Koch, 1987). Son yillarda, Giiney Afrika ve Brezilya'da kirmizi pancar (B.
vulgaris subsp. vulgaris cv. Boro) iiretim alanlarinda BNYVV’nin varligi birdirilmistir
(Roberts vd, 2015; Rezende vd, 2015). BNYVV’nin tespit edildigi {ilkelerin tarihsel
olarak siralamasi Cizelge 2. 2’de verilmistir (Asher, 1993; Rush vd, 2006; McGrann
vd, 2009; Roberts vd, 2015; Rezende vd, 2015).

Cizelge 2.2. BNYVV’nin tespit edildigi iilkelerin tarihsel siralamasi

ULKE YIL ULKE YIL
Italya 1953 Isvicre 1983
Japonya 1965 Belgika 1984
Hirvatistan 1971 Ingiltere 1987
Fransa 1971 TURKIYE 1987
Yunanistan 1972 Ispanya 1988
Almanya 1974 Isveg 1997
Cek Cumhuriyeti 1978 Suriye 1998
Cin 1978 Slovenya 1999
Slovakya 1978 Danimarka 2000
Avusturya 1979 Sili 2001
Kazakistan 1979 Polonya 2002
Romanya 1979 Litvanya 2002
Rusya 1979 Kanada 2002
Ukrayna 1979 Misir 2003
ABD 1981 Iran 2004
Macaristan 1982 Fas 2005
Bulgaristan 1983 Brezilya (kirmizi pancar) 2015
Hollanda 1983 Giiney Afrika (kirmizi pancar) 2015

2.4. Simptomatoloji ve Konukc¢u Cevresi

Hastalik tarlada yer yer renk agilimi goOsteren bitki adaciklar1 seklinde goze
carpmaktadir (Sekil 2. 3). Bu goriintii asir1 azot uygulanan veya sulanmayan tarlalarda
gizlenebilmektedir. Enfekteli bitkilerin yapraklarinin rengi agilarak fistik yesili bir
renk almakta ve asir1 yan kok gelisiminden dolayr koklerde sakallanma (Sekil 2. 4A)
olusmaktadir (Ozgiir, 2003). Ayrica, yumrularin iletim demetlerinde sari-kahverengi
renk olusumu gozlenmekte ve enfekteli bitkilerde kok zararlanmasi nedeniyle bitkiler
yeterli suyu alamamakta, bunun sonucunda da bitkiler gece normal bir goriinim
sergilese bile, giin igirisinde solgunluk olusabilmektedir. Hatta siddetli
enfeksiyonlarda (fide donemi enfeksiyonu gibi) bitkiler ciice kalmakta ve
12



Olebilmektedirler. Bu durumda kok ucu kiiciik kalmakta ve asir1 lateral kokler
olusturmaktadir. Bu simptomlar mevcut oldugunda, bazen yaprak damarlari boyunca
parlak sar1 alanlar (viriise ismini veren nekrotik sar1 damar belirtisi) (Sekil 2. 4B)
olusabilmektedir. Zayif ya da ge¢ donemde olusan enfeksiyonlarda, yumrular turp
seklini almakta ve lateral koklerde ¢ogalma olusmaktadir. Cok zayif enfeksiyonda ise,

kok ve yapraklarda herhangi bir belirti olugsmayabilmektedir (Tamada, 2016).

Sekil 2.4. Rhizomania’li seker pancar1 koklerindeki sakal goriiniimii (A) ile yaprakta olusan
nekrotik sart damar simptomu (B) (Anonim, 2019)
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BNYVV’nin dogada; seker pancar1 (Beta vulgaris subsp. vulgaris), hayvan
pancari, pazi (Beta vulgaris var. cicla) ve ispanakta (Spinacia oleracea) enfeksiyon
olusturdugu belirtilmektedir (Tamada, 2016). Son yillarda; Diinya’da ilk kez
tilkemizde, BNYVV ve vektor P. betae’nin su ana kadar bilinen konukgulari disinda,
Brassicaceae familyasinin bir {iyesi olan Raphanus raphanistrum L.’da da dogal

kosullarda enfeksiyon olusturdugu belirlenmistir (Kutluk Yilmaz vd, 2016b).

BNYVYV bitki 6zsuyunun mekanik inokulasyonu yontemi ile Chenopodiaceae
familyasinda yer alan bitkilerin birgcoguna, Aizoaceae, Solanaceae, Caryophyllaceae
ve Amaranthaceae familyasinda yer alan birkag¢ bitki tiirine tasinabilmektedir
(Tamada ve Baba, 1973; Kuszala ve Putz, 1977; Horvath, 1994; Hugo vd, 1996).
Viriis, genellikle konukgu bitkilerin sadece inokulasyon yapilan yapraklarinda sinirlt
kalmaktadir. Nitekim, C. quinoa ve T. expansa BNYVV'nin lokal lezyon konugulari
arasinda yer almaktadir. Bununla birlikte; BNYVV, Beta macrocarpa, Beta vulgaris
subsp. maritima M8, S. oleracea ve N. benthamiana bitkilerinde ise sistemik
enfeksiyon olusturmaktadir (Tamada, 1975; 2002; 2007). Sistemik konukgularindan;
N. benthamiana ve S. oleracea’da BNYVV’nin genom segmentlerinden sadece RNA-
1 ve RNA-2 enfeksiyon igin yeterli olmakta, diger segmentlere ise mutlak gerek
duyulmamaktadir (Lauber vd, 1998a; Lauber vd, 1998b; Andika vd, 2005). RNA-3
segmenti iizrinde yer alan P25 proteini, BNYVV’nin dogal konukg¢ularinda klasik
rhizomania belirtilerininin olusabilmesi i¢in gereklidir. Ayrica, T. expansa gibi farkli
lokal lezyon konukgularinda ve dogal konukgusu olan Beta tiirlerinde siddetli sar1 lokal
lezyon olusumundan sorumludur (Tamada vd, 1989; Tamada vd, 1999; Jupin vd,
1992). RNA-3 segmenti iizerinde bulunan N proteini ise, seker pancarinda nekrotik
simptom olusumunda goérev almaktadir (Chiba vd, 2008; Jupin vd, 1992). Ayrica, B.
macrocarpa'da BNYVV nin sistemik tasinmasinda RNA-3’iin ¢ekirdek (core) bolgesi
gorev almaktadir (Lauber vd, 1998b).

2.5. Zarar1 ve Ekonomik Onemi

Seker pancar1 yetistiriciligini tehdit eden ve engelleyen unsurlarinin en basinda,
rhizomania hastaliginin geldigi belirtilmektedir (Scholten ve Lange, 2000). Rezaei vd
(2014), BNYVV ile enfekteli olan ve olmayan arazilerde yiiriittiikleri denemenin

sonucu olarak, bulasik alanlardaki bitkilerin yaprak alan endeksinin % 24, kuru madde

14



miktarinin ise % 54 oraninda distiigiini bildirmislerdir. Rhizomania’nin siddetli
olarak goriildiigli arazilerde yetististirlen seker pancarlarinda, verim kaybinin %
30’dan daha fazla oldugu belirtilmistir (Winner, 1984). Rhizomania hastaliginin,
bitkinin kok olusturmasinda % 90, seker iceriginde ise % 10 oraninda azalmaya neden
oldugu belirtilmistir (Lennefors, 2006). Ayrica, Kaya (2009), hastaligin seker

veriminde % 90 oraninda azalmaya neden oldugunu rapor etmistir.

2.6. Vektor Polymyxa betae

Polymyxa betae ilk olarak Dr. Bahattin Keskin tarafindan teshis edilmis ve P. betae
Keskin olarak adlandirilmistir (Keskin, 1964). Onceleri funguslar alemi igerisinde yer

alan bu tiir, son taksonomik gruplandirma ile Protozoa alemi igerisine yerlestirilmistir
(Kirk vd, 2001).

Polymyxa betae, Plasmodiophoracea familyasinin bir {iyesi olup, bu familya
igerisinde 10 cinse ait (Polymyxa, Spongospora, Plasmodiophora, Ligniera,
Membranosorus, Octomyxa, Sorodiscus, Sorosphaerula, Tetramyxa ve Woronina) 41
tiir tammlanmistir (Neuhauser vd, 2010, 2011). i1k ii¢ tiiriin (Polymyxa, Spongospora
ve Plasmodiophora) iiyeleri tarimsal agidan biiylik ©neme sahiptirler. rDNA
bolgesinin filogenetik analizleri, Polymyxa cinsinin Ligniera ve Sorosphaerula ile ¢ok
yakin iligkili, Spongospora ve Plasmodiophora ile ise daha uzak iliskili oldugunu
gostermistir (Ward ve Adams, 1998; Bulman vd, 2001). Polymyxa cinsi morfolojik
olarak ayirimi yapilamayan, ancak konuk¢u cevresine gore ayrilabilen iki tiirii
igcermektedir. Bu tiirler; P. betae ve P. graminis’tir (Barr, 1979; Barr ve Asher, 1992;
Braselton, 2001). P. graminis; Gramineae familyasina ait bitki tiirlerinde enfeksiyon
olustururken, P. betae ise Chenopodiaceae familyas: ve ilgili bazi bitkilerde
enfeksiyon olusturmaktadir. Bu iki tir, rDNA analizi ile kolaylikla ayirt
edilebilmektedir (Ward vd, 1994; Ward ve Adams, 1998)

Polymyxa betae konukgusu olan 6zellikle Chenopodiaceae, Amaranthaceae ve
Portulaceae familyalarina ait bitki tiirlerinin kdklerinde endoparazit olarak yasamini
stirmektedir. BNYVV’nin konukgusu olan bitkilerin ¢ogu, P. betae'nin da konukgusu
durumundadir (Tamada ve Baba, 1973; Abe ve Tamada, 1986; Abe ve Ui, 1986; Barr
ve Asher, 1992; 1996; Hugo vd, 1996).
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Toprak kokenli bu protozoa, Diinya’da genis bir alana yayilmis olup, Avrupa
(Canova, 1966), Asya (D’ambra ve Mutto, 1977) ve Kuzey Amerika (Falk ve Duffus,
1977)’da saptanmistir. Payne ve Asher (1990), P. betae’nin seker pancari yetistirilen
hemen her yerde bulundugunu bildirmislerdir. Daha sonra yapilan ¢aligsmalar ile; P.
betae’nin, Beet necrotic yellow vein virus (BNYVYV) (Ivanovig, 1983), Beet soil-borne
virus (BSBV), Beet virus Q (BVQ) ve Beet soil-borne mosaic virus (BSBMV)’ii de
naklettigi belirlenmistir (Meunier vd, 2003; McGrann vd, 2009).

P. betea’nin hayat ¢emberi hakkinda bir¢ok ¢aligma yapilmis olup yasam
dongiisii genel hatlar1 ile belirlenmistir (Adams, 1991; Barr ve Asher, 1996; Littlefield
ve Whallon, 1999) (Sekil 2. 5). P. betae’nin kalin duvarli, Kist (sistosori) ad1 verilen
dinlenme spor kiimeleri bulasik bitki koklerinin ¢iiriiylip par¢alanmasi ile birlikte
topraga karismaktadir. Bu dinlenme sporlari (sistosori), uygun konukg¢u ve nem olmast
durumunda toprak icerisinde ¢imlenerek, primer zoosporlart olusturmaktadir. Primer
zoosporlar uygun konukc¢unun epidermal hiicreleri ya da kokleri ile temas ettiklerinde
kamgilarim1 absorbe ederek, enkist halini almaktadirlar. Bu sekilde, yaklasik iki saat
sonra konukgu hiicrenin igerisine giris olmaktadir. Hiicre igerisinde; primer zoosporun
cekirdegi boliinmeye baglamakta ve plasmodium denilen ¢ok ¢ekirdekli yapiyi
olusturmaktadir. Olusan bu plasmodium’lardan farkli gérevlere sahip iki ayr1 form
gelisebilmektedir. Bunlar; sistosoriyi olusturacak olan sporogenik plasmodium’lar ya
da sekonder zoosporlarin olustugu zoosporangium adi verilen sporangial
plasmodium’lardir. P. betae’ya ait olan sekonder zoosporlar topraga her zaman
birakilmamakta, bazi durumlarda hemen zoosporangium’dan komsu hiicrelere tutunup
o hiicrelerin igine giris yapmaktadirlar (Braselton, 2001). Eger P. betae rhizomania
hastaligina neden olan viriisii biinyesinde bulunduruyorsa, konukg¢u hiicre de BNYVV

ile bulasik hale gegmektedir (Whitney ve Duffus, 1995).
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Sekil 2.5. Polymyxa betae'nin yasam dongiisti (Keskin, 1964)

P. betae ile tasinan viriislerin, P. betae’nin sitoplazmasi i¢inde bulundugu
bildirilmistir (Hébrard vd, 1999). BNYVV ile P. betae arasinda var olan iligki ayrintili
olarak incelenmis ve viriisiin vektorii olan fungus igerisinde uzun siire bulundugu fakat
cogalmadig belirtilmistir (Abe ve Tamada, 1986). BNY V'V nin enfeksiyon olusturma
Ozelligini kaybetmeden, P. betae’ya ait dinlenme sporlarinin i¢inde en az 15 yil canl
kalabildigi bildirilmistir (Abe ve Tamada, 1986; Rush ve Heidel, 1995). BNYVYV,
toprakta bulunan P.betae‘ya ait dinlenme sporlarinin tamami tarafindan taginmaz.
Yaklagik olarak % 10-20’si ile tasinmaktadir (McGrann vd, 2009).

P. betae’nin koklerde enfeksiyon olusturabilmesi i¢in toprak sicakligi nemli bir
faktordiir. P. betae’nin koklerde enfeksiyona neden olabilmesi i¢in en uygun toprak
sicakligimin 20-25°C arasinda oldugu, fakat toprak sicakliginin 10°C de oldugu
zamanlarda koklerde fungus olmasina ragmen enfeksiyon olusumunun goriilmedigi ve

15°C de ise enfeksiyon siddetinin azaldig: bildirilmistir (Blunt vd, 1991).
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2.7. Hastaligin Kontrolii

Vektor P. betae’nin pestisit kullanimi ile kontrolii miimkiin olmamaktadir. Bununla
birlikte; toprak flimigasyonu ile topraktaki vektor populasyonunu bir miktar
azaltilabilmekte, ancak bu uygulama yiiksek ekonomik maliyete ve ciddi ¢evresel
problemlere neden oldugundan, seker pancar yetistiriciliginde kabul gormemektedir.
Vektore kars1 dayaniklilik Beta patellaris ve Beta procumbens’te belirlenmis (Paul vd,
1992), ancak ticari seker pancari ¢esitlerine aktarim basarisizlikla sonuglanmaistir.
Ustelik, bu dayaniklilik tamamen P. betae enfeksiyonunu énleyememekte, hala

virusiin bulagsmas1 miimkiin olabilmektedir (Wetzel vd, 2019).

BNYVV’nin vektor P. betae’nin kislama sporlarinda toprakta en az 15 yil canli
kalmas1 (Abe ve Tamada, 1986; Duffus, 1991; Rush ve Heidel, 1995) nedeniyle
giiniimiizde hastaliin en etkili kontrolii dayanikli ¢esitlerin yetistiriciliginin yapilmasi
yolu ile olmaktadir (Lewellen, 1995). Bu sebeple, rhizomania’ya karsi ilk dayanikli
cesit yetistirme programlarina 1970’lerde baglanmis ve ABD’de 1983’de Holly’
dayaniklilig1 veya ‘Holly’ gen Holly Seker Sirketi iiretim programinda saptanmis ve
kismi dominant dayaniklilik genini igeren Holly kaynag1 Rz1 olarak adlandirilmistir
(Lewellen vd, 1987). Rz1 geni kromozom III iizerinde yer almakta olup bu genin
viriisin replikasyon ve translokasyonunu azaltarak, BNYVV enfeksiyonuna karsi
kismi dayaniklilik sagladigi belirtilmektedir (Scholten vd, 1994). Hastaliga karsi
yiiksek dayaniklilik gosteren ilk cesit, Italyan gen kaynaklarindan 1985 yilinda
gelistirilen ‘Rizor’ olmustur (De Biaggi, 1987) ve 1990’larin baslarina kadar bazi
Avrupa iilkelerinde BNY VYV ile bulasik alanlarda bu ¢esidin yetistiriciligi yapilmistir
(Asher, 1993). Giiniimiizde, halen Diinya’da ve iilkemizde ticari olarak yetistirilen
rhizomania’ya dayanikli seker pancari gesitlerinin biiyiik bir kismi Rz1 genini
icermektedir (Asher, 1993; Wetzel vd, 2019). Daha sonra, Danimarka orjinli yabani
seker pancari olan Beta vulgaris subsp. maritima WB42’de ikinci bir dayanaklilik geni
(Rz2) daha belirlenmistir (Scholten vd, 1996; Scholten vd, 1999). Boylece, gliniimiizde
Rz1 ve Rz2 genleri BNYVV’ye karsi tek dayaniklilik kaynaklari olarak goriilmektedir.
Daha sonra, Rz1 ve Rz2 genlerine ilave olarak, Rz3, Rz4 ve Rz5 genleri de
belirlenmistir (Grimmer vd, 2007; McGrann vd, 2009). Ancak, bu genler heniiz ticari
cesitlere aktariimamistir (Wetzel vd, 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Toprak érnekleri

Daha once yiiriitiillen bir arastirma (TOVAG 1100188 no’lu proje) kapsaminda 2010
ve 2011 yillarinda yapilan siirvey calismalar ile iilkemizde en yogun seker pancari
tiretiminin yapildig1 32 ilden alinan ve BNYVYV ile bulasik oldugu belirlenen 240
toprak 0rnegi icerisinden segilen 15 ile ait toprak 6rnegi bu calismanin ana materyalini
olusturmustur. Bu toprak 6rneklerinin temin edildigi iller (Sekil 3. 1), lokasyonlar1 ve

toprak 6rnek numaralar1 Cizelge 3. 1°de verilmistir.

T

GURCISTAN

AKDENIz

Sekil 3.1. Calisgmada kullanilan toprak orneklerinin temin edildigi iller. Kirmizi renkli ve
numarali alanlar 6rneklerin temin edildigi illeri gostermektedir. 1: Kirklareli, 2:
Edirne, 3: Canakkale, 4: Bursa, 5: Adapazari, 6: Kiitahya, 7: Eskisekir, 8:
Kastamonu, 9: Ankara, 10: Samsun, 11: Tokat, 12: Kayseri, 13: Gaziantep, 14:
Elazig, 15: Igdir

19



Cizelge 3.1. Tuzak bitki testi caligmalarinda kullanilan toprak 6rneklerinin temin edildigi il,
ilge, koyler ile toprak drneklerine ait numaralar

Ornek No  Izolat Adx || Tice Koy

6 IGDR-6 Igdir Aralik Ortakoy

27 GZNP-27 Gaziantep Islahiye Aralik

44 ELZG-44 Elazig Merkez Yedigoze

61 SMSN-61 Samsun Vezirkoprii  Yukarmarl
106 TKAT-106 Tokat Niksar Koseoglu
125 EDRN-125 Edirne Merkez Bosna
134 KRLR-134 Kirklareli Babaeski Biiyiikmandira
148 BRSA-148 Bursa Yenisehir Cardak
150 CNKL-150 Canakkale Biga Sarikaya
225 ESHR-225 Eskisehir Cifteler Merkez
281 KSTM-281 Kastamonu Tagkoprii Asagigayirak
291 ADPZ-291 Adapazari Erenler Merkez
524 KYSR-524 Kayseri Merkez Mahzemin
602 KTHY-602 Kiitahya Simav Giimel
617 ANKR-617 Ankara Ayas Mucar
Toplam: 15

3.1.2. Seker Pancari1 Tohumlari

Bu c¢alismada, rhizomania’ya hassas seker pancari ¢esiti cv. Ansa tohumu
kullanilmistir. Bu ¢esidin tohumlarn Tiirkiye Seker Fabrikalari A.S. Seker

Enstitiisii’'nden temin edilmistir.

3.1.3. Test Bitkileri

BNY VYV izolatlarinin farkli konukgu bitkilerde reaksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla
yapilan mekaniksel inokulasyon ¢aligsmalarinda kullanilan test bitkileri Cizelge 3. 2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. Biyolojik calismalarda kullanilan test bitkileri ve temin edildigi yerler

Latince Ad1 Temin Edilen Yer
Beta vulgaris cv. Ansa (rhizomania’ya hassas) A
Nicotiana benthamiana L. B
Spinacia oleraceae cv. Rick zwan C
S.oleraceae cv. Nebraska C

A: Tiirkiye Seker Fabrikalar1 A.S. Seker Enstitiisii.
B: USDA/ARS National Center for Genetic Resources Preservation 1111 South Mason St. Fort Collins USA.
C: OMU, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Viroloji Laboratuar1 tohum stoklart
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3.1.4. Antiserum

Calismada BNYVV’ye spesifik poliklonal antiserum kullamilmistir,. BNYVV

antiserumu yurt icindeki ticari bir firmadan (Bioreba, Isvigre) temin edilmistir.

3.1.5. Mikropleytler

Calismada 96 cukurlu polystrene maddeden yapilmis olan ve diiztabanli mikropleytler

(Nunc, Danimarka) kullanilmistir.

3.1.6. Primerler

fontek firmasi (Istanbul) tarafindan sentezlenen bu ¢alismada, BNYVV nin RNA-2’si
tarafindan kodlanan kilif proteini (CP), RNA-3’li tarafindan kodlanan P25 proteini,
RNA-4’1i tarafindan kodlanan P31 proteini, RNA-5’1 tarafindan kodlanan P26 proteini
bolgelerine ve BNYVV’nin vektori P. betae’ya spesifik ileri (forward) ve geri
(reverse) primerler kullanilmistir. Calismada kullanilan primerler Cizelge 3. 3’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Molekiiler ¢alismalarda kullanilan primerler, baz dizileri ve beklenen bant

biiytikliikleri

Hedef Beé;ernen

Primer Niikleotid dizilimi RNA ve . ... Literatiir
... Biyiikliigii

Bolgesi (bp)
BNYVV/F CCATTGAATAGAATTTCACCC RNA-2, sg;  Lennefors
BNYVV/R CCCCATAGTAATTTTAACTC cp vd, 2006
F29 TTAATCCAAGTACCTCGTCT RNA-3, Lot fcolstz-

. eal vd,

R30 TTGAAATTGTGATAACTCTAA P25 2008
RT-4F CAGTCTATCAGTAAGGGGTAG RNA-4, 997 Chiba vd,
RT-4R GAGCCCGTTAATACAATTATAC P31 2011
Rhizo5F GTTTTTCCGCTCGCACAAGCG RNA-5, - Schirmer
Rhizo5R CGAGCCCGTAAACACCGCATA P26 vd, 2005
P. betae/ F GAGGCATGCTTCCGAGGGCTCT Ward ve
P. betae/ R CTGCGGAAGGATCATTAGCGTT % 250 Adams,

1998
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3.1.7. Tampon Cozeltiler

TBE Buffer; 1 It saf suya 10.8 g TrisBase, 5.5 g borik asit ve 0.337 g EDTA ilave
edilip 121°C’de 20 dakika steril edilerek hazirlanmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Tuzak Bitki Testi Yontemi

Cografik orjinlerine gore secilen 15 toprak ornegi tuzak bitki testi ¢aligmalarinda
kullanilmistir (Cizelge 3. 1). Bu topraklar 1: 1 oraninda steril kum ile karistirtlmistir.
Daha sonra, bu toprak-kum karigimlari plastik saksilara konularak, her birine 10’ar
adet BNYVV’ ¢ hassas seker pancari (Cv. Ansa) tohumlar1 ekilmistir. Her toprak
ornegi i¢in 3’er tekerrlir uygulanmistir. Saksilar iklim odasina yerlestirilip 25°C
glindiiz ve 20°C gece sicakliginda tutularak, haftada bir kez Hoagland besin soliisyonu
(EK 1) ile sulanmugtir. Her bir saksi sekiz haftalik yetistirme periyodundan sonra hasat
edilerek, bitki kokleri musluk suyunda yikanarak topraktan aridirilmistir (Sekil 3. 2).
Bu bitkilere ait simptomlar ve kok renkleri kayit edilip fotograflar1 ¢ekildikten sonra,
bitkilerin kok bdlgeleri alinmis ve ELISA testi, kok boyamasi, mekaniksel
inokulasyon ve RNA izolasyonu c¢alismalarinda kullanilmak iizere ayr1 ayri
etiketlenerek -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Bu ¢aligsma,
Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii'ne ait iklim

odasinda yiirtitiilmiistiir.

Sekil 3.2. Tuzak bitki testi sonras1 seker pancari bitkilerinin hasad1
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3.2.2. ELISA Testi

Tuzak bitki testi sonucu elde edilen seker pancari kok ornekleri ile mekanik
inukulasyon caligmalar1 sonrasinda test bitkilerinden elde edilen yaprak ornekleri
Double Antibody Sandwich Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (DAS-ELISA)
testi ¢alismalarinda kullanilmigtir. DAS-ELISA yontemi Clark ve Adams (1977) ve
antiserumun temin edildigi firmanin ac¢iklamalar1 g6z Oniline alinarak

gergeklestirilmistir.

Bitki 6rnekleri ekstraksiyon tampon ¢ozeltisinde ezildikten sonra (1g kok / 1gr
yaprak: 10 ml 6rnek tampon ¢ozeltisi) (Sekil 3. 3A), onceden kaplama tampon
¢ozeltisinde (EK 1) 1: 1000 oraninda sulandirilarak hazirlanan antiserum ile kaplanmis
ELISA mikropleytlerine 100 ul olacak sekilde ilave edilmistir (Sekil 3. 3B). Bir gece
+4°C’de buzdolabinda bekletilmis olan mikropleytler, yikama tampon ¢ozeltisi (EK
1) ile 3 defa yikandiktan sonra (Sekil 3. 3C), konjugat tampon ¢ozeltisinde (EK 1)
1/1000 oraninda sulandirilan konjugat’tan 100 pl mikropleytin her bir ¢ukuruna ilave
edilmistir. Konjugat inkiibasyonu DAS-ELISA yontemi i¢in 30°C’de 5 saat olarak
yapilmistir.

Konjugat inkiibasyon siiresi bittikten sonra tekrar yikama tampon ¢ozeltisi ile
mikropleyt ¢ukurlar1 3 defa yikandiktan sonra substrat tampon ¢ozeltisi (EK 1)
igerisinde 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanan substrattan (p-nitrofenil fosfat, Sigma)
mikropleyt cukurlarina 100’er pl ilave edilmistir. Mikropleytler substrat inkiibasyonu
i¢in oda sicakliginda 30-120 dakika inkiibasyona birakilmustir (Sekil 3. 3D). Sonuglar
ELISA mikropleyt okuyucusunda (Tecan Spectra Il) 405 nm dalga boyunda absorbans
degerlerinin alinmasiyla elde edilmistir. Negatif kontrollerin absorbans degerlerinden
2 kat1 ve daha fazla deger veren 6rnekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Mouhanna

vd, 2002).
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Sekil 3.3. DAS-ELISA yo6nteminin uygulanmasi (A, B, C ve D)

3.2.3. Tuzak Bitki Koklerinde Vektor Polymyxa betae’nin Kok Boyamasi Yontemi

ile Arastirilmasi

Tuzak bitki testi sonucunda elde edilen ve bir kism1 ayrilan seker pancart kok ornekleri
% 0.1 asit fuksin iceren laktogliserin ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Her koke ait 10
parca alinarak (yaklasitk 1 cm uzunlugunda), alev ile lama fiske edilmis ve 151K
mikroskobu (Leica, Isvicre) altinda vektdr P. betae’nin kislama spor kiimeleri
arastirilmistir (Abe ve Tamada, 1986). Boylece, mikroskobik olarak seker pancari
koklerinde P. betae’nin varlig1 saptanmaya calisilmistir. Daha sonra, her bir drnekte

belirlenen P. betae’ya ait dinlenme sporlarinin fotograflari ¢ekilmistir.
3.2.4. Molekiiler Calismalar

3.2.4.1. RNA izolasyonu

Tiirkiye’nin farkli bolgelerini yansitacak sekilde cografik orjinlerine gore segilen ve
tuzak bitki testi yontemiyle yetistirilen BNYVV ile enfekteli (15 adet) ve saglikli
bitkilerin koklerinden ve BNYVV ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinin tist
yapraklarindan (17 adet) toplam RNA’lar RNeasy RNA izolasyon Kkiti (Qiagen,
Almanya) protokoliine gore izole edilmistir. BNY VYV ile enfekteli kok ya da test bitkisi
yapraklarindan 0.1 g alinmig ve steril havan ve havan eli yardimiyla sivi nitrojen
igerisinde toz haline gelinceye kadar ezilmistir. Daha sonra bu 6rneklerin tizerine 600
ul RLT buffer ve 6 ul B-mercaptoethanol ilave edilerek vorteks ile karistirildiktan
sonra, lizerine leylak rengi kolon yerlestirilen Eppendorf tiiplere transfer edilmistir. Bu
karistm 13.000 rpm’de 2 dakika santriflij edilip, santrifiij sonrasi iistte kalan
siipernatant kisim alinarak temiz tiipe aktarilmistir. Uzerine 260 ul EtOH (% 96-100)
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ilave edildikten sonra pembe kolonlarin bulundugu Eppendorf tiiplerine karigim
nakledilmistir. Tipler tekrar 30 s 10.000 rpm’de santrifiij edilerek tiipe gecen
stipernatant dokiildiikten sonra, ayni kolona 700 pl RWI buffer ilavesi yapilarak 30 s
10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Tekrar tiipe gegen s1vi kisim atilarak pembe kolon
yeni Eppendorf tiipe yerlestirilmis ve kolon lizerine 500 pl RPE buffer ilave edildikten
sonra 10.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Siipernatantin tlipten
uzaklastirilmasindan sonra, ayn1 kolon ayni tiipe yerlestirilmis ve tekrar 500 ul RPE
buffer ilave edildikten sonra 10.000 rpm de 2 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Son
olarak, bu kolonlar 1.5 ml’lik Eppendorf tiiplerine transfer ettikten sonra, kolon
tizerine 30 pl RNase enzimi icermeyen su ilave edilerek tiipler -80°C’deki derin

dondurucuda RT-PCR ¢alismalar1 yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Tuzak Bitki Koklerinde Vektor Polymyxa betae’nmin RT-PCR Yontemi ile

Arastirillmasi

Tuzak bitki koklerinde BNYVV’nin vektérii P. betae nin arastirilmasinda kok
boyamasina ilaveten RT-PCR yontemi de kullanilmistir. Calismada kullanilan
primerler Cizelge 3. 3’de verilmistir. Bu ¢alismada tek asamali yiiriitiillen RT-PCR
caligmalari, One step RT-PCR Kkiti (Qiagen) protokolii takip edilerek uygulanmistir.
Bu kit ile gergeklestirilen amplifikasyonlar 50°C’de 30 dk, 95°C’de 15 dk, 34 dongi
olacak sekilde 94°C’de 30 sn, 55°C’de 30 sn ve 72°C’de 2 dk ve 1 dongii 72°C’de 7

dk ile tamamlanmustir.

3.2.4.3. BNYVYV lzolatlarimin P31 Geninin Cogaltilmasi

BNYVV’ nin vektorle taginmasinda etkin olan, RNA-4 tarafindan kodlanan P31
proteinine ait bolgenin ¢ogaltilmasinda tek asamali RT-PCR yontemi kullanilmistir.
Calismada kullanilan primerler Cizelge 3. 3’de verilmistir. Tek asamali RT-PCR,
Superscript 1 One-Step RT-PCR System with Platinium Taq DNA Polymerase Kkiti
(Invitrogen) protokolii takip edilerek uygulanmistir. RT-PCR reaksiyonu; 3 pl total
RNA (10 pg-1 pg), 25 ul 2xreaction mix, her bir primerden (10 uM) 1 pl, 0.5 ul MgSO4
(50 mM) ve 1 pl enzimden (RT/Platinium Taq mix) olusturulmustur. Toplam
reaksiyon hacmi 18.5 pl RNase icermeyen su ile 50 pl’ye tamamlanmustir.

Amplifikasyonlar, Bio-Rad MJ Mini PCR Thermocycler’da, 50°C’de 30 dk, 94°C’de
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2 dk, 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 15 s, 50°C’de 30 s ve 72°C’de 1 dk ve 1 dongii
72°C’de 7 dk ile tamamlanmustir.

3.2.4.4. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

PCR sonrasi olusan DNA fragmentlerinin analizi i¢in % 1’lik agaroz jel kullanilmustir.
0.1 g agaroz (Merck, Almanya) 100 mlI’lik 1 X TBE tampon ¢6zeltisi (89 mM Tris, 89
mM Borik asit ve 2 mM EDTA) icerisinde karistirilarak mikro dalga firin igerisinde
erimesi saglanmistir. Karisim 1lidiktan sonra igerisine 5 pl (10mg/ml) ethidium bromiir
ilave edilerek jel yatay elektroforez tabagina dokiilmiistiir. Jelin tamamen katilasmasi
saglandiktan sonra igerisinde 1 X TBE tampon ¢6zeltisi bulunan elektroforez cihazinin
tankina yerlestirilmistir. PCR tiipleri igerisindeki RNA 6rneklerinden 10 pl alinarak 2
ul yiikleme tamponu ile karistirilarak jeldeki hiicrelere yerlestirilmistir. Ilk hiicreye
bantlarin molekiiler biiylikliigiinii belirlemek i¢in 7 pl markér (1Kb DNA Ladder)
konulduktan sonra, diger hiicrelere 6rnekler yerlestirilerek 90 mA siirekli akimda 1
saat siire ile elektroforeze tabi tutulmustur. Jeldeki PCR fragmentlerinin analizi ise
GelDoc 2000 (Biorad, ABD) goriintiileme sistemi kullanilarak gerceklestirilmis ve

jelde olusan bantlarin fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.4.5. BNYVYV lzolatlarinin P31 Protein Bélgelerinin Niikleotit Dizilerinin Elde

Edilmesi

Cogaltimi saglanan toplam 10 BNYVYV izolatina ait (IGDR-6, GZNP-27, ELZG-44,
SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148, CNKL-150, KSTM-281, KYSR-524 ve ANKR-
617) PCR iiriinlerinden 40’ar ul, 6nerilen konsantrasyonda (5 pmol) hazirlanan P31
genine 6zgl primerler ile birlikte sekans hizmeti veren firmalara (BM Laboratuvar
Sistemleri ve Genoks) gonderilmisti. BNYVV izolatlarinin Sanger Dizileme
Yontemine gore, ileri ve geri yonlii PCR primerleri kullanilarak elde edilen ham
sekans verileri Codon Code Aligner ve/lya da MEGA 7 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) programinda (Kumar vd, 2016) Clustal W (Thompson vd, 1994)
yontemi kullanilarak hizalanmigtir. Daha sonra, her iki yondeki okumaya ait sekans

verilerinin konsensus dizileri elde edilmistir.
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3.2.4.6. BNYVYV lzolatlarinin P31 Genine Gore Molekiiler Karakterizasyonu

BNYVYV izolatlarinin P31 gen bdlgesini igeren her iki yondeki okumaya ait sekans
verilerinin konsensus dizileri elde edildikten sonra, hem niikleotit, hem de aa dizileri
bakimindan NCBI (National Centre for Biotechnology Information-GenBank)’daki
diger izolatlar ile kiyaslanmistir. izolatlarn hem kendi aralarindaki, hem de
Diinya’daki diger izolatlar ile genetik benzerlik veya farkliliklari, BLAST analizi ile

ortaya konulmustur.

Ayrica, P31 genine gore; Mega 7 yaziliminda (Kumar vd, 2016) yer alan
Tamura-Nei Modeli (Tamura ve Nei, 1993) kullanilarak izolatlarin genetik uzakliklart
belirlenmis ve Maximum Likelihood (ML) algoritmasina gore (Felsenstein, 1981)
filogenetik agaglar olusturulmustur. Bootstrap (se¢-bagla tahmin testi) degeri olarak
1000 alinmustir.

3.2.5. Biyolojik Calismalar

Biyolojik ¢aligmalarda kullanilmak {izere; BNYVV’nin sistemik konukgular1 olan N.
benthamiana, S. oleraceae (cv. Rick Zwan ve cv. Nebraska) ve Beta vulgaris (cv.
Ansa-BNYVV’ye hassas) bitkileri segilmistir (Cizelge 3. 2) (Gilmer, 2017). Bununla
birlikte, bu ¢aligmada, N. benthamiana bitkisi {lizerinde ¢alismalar yogun olarak
yiritilmistir. Nitekim N. benthamiana bitkisi, farkli bitki-patojen interaksiyon
caligmalarinda gen ifadesinin kiyaslanmasi1 ve bitki-patojen interaksiyonlarinin
irdelenmesi amaciyla model bitki olarak kullanilmaktadir (Goodin vd, 2008; Satoh vd,
2010). Boylelikle; farkli lokasyonlardan segilen 15 BNY VYV izolatinin N. benthamiana
bitkisinde meydana getirdigi reaksiyonlara gore izolatlar arasinda biyolojik olarak
herhangi bir farkliligin olup olmadiginin incelenmesinin yani sira, bu bitkide olusan
enfeksiyon aninda BNYVV’nin patojenitesinde rol oynayan diger bazi 6nemli
proteinlerine (CP, P25, P31 ve P26) ait genlerin de detayli olarak irdelenmesi

hedeflenmistir.

Bu amagla, oncelikle test bitkilerinin tohumlar: torf igeren plastik kaplara
ekilmistir (Sekil 3. 4). Bitkiler uygun inokulasyon dénemine geldiginde, torf dolu
plastik bardaklara sasirtilarak (Sekil 3. 5), 25°C*de iklim odasinda inkiibe edilmistir.
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Fungal hastalik ve bocek zararlarindan korumak igin bitkiler rutin olarak kontrol

edilmis, zaman zaman yaprak biti ve beyazsineklere karsi ilaglama yapilmustir.

Sekil 3.5. Plastik bardaklara sasirtilan bitkilerinin genel gériintimleri

Tuzak bitki testi sonucu 15 farkli BNYVV izolatlarindan elde edilen BNYVV’ye
hassas seker pancarlar1 (cv. Ansa) kok ornekleri ile Onbes BNYVV izolatinin
mekaniksel inokulasyon yontemi ile N. benthamiana bitkilerine ilk aktarimindan 30
giin sonra olusan inokulesiz {ist yapraklar1 biyolojik ¢aligmalarda kullanilmistir. Bu
amacla bu enfekteli bitkilerden alinan, 1g kok / 1gr yaprak: 5 ml tampon ¢6zelti olacak
sekilde steril havanda homojenize edilmistir (Sekil 3. 6A). Tampon ¢ozelti olarak % 1
oraninda 2-mercapto ethanol iceren 0.1 M fosfat tampon ¢o6zeltisi (pH: 7.0)
kullanilmistir (Tamada ve Baba, 1973; Liu vd, 2005). Elde edilen bitki 6zsular1, 400
mesh’lik karbarandum tozu ile tozlanmis (Sekil 3. 6B) ve Cizelge 3. 2’de belirtilen test
bitkilerinin yapraklarina N. benthamiana’da ¢ tekerriirlii, 1spanak ve seker
pancarlarinda ise bir tekerriir olacak sekilde inokule edilmistir (Sekil 3. 6C-D).
Inokulasyon sonrasi, karbarandum tozu ve bitki artiklarinin arindirilmast igin bitkiler

¢esme suyu altinda dikkatlice yikanmigtir (Sekil 3. 6E).
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Ayrica, her bir uygulama i¢in 1 adet kontrol bitki ayrilmis ve bu bitkiler sadece
tampon ¢ozelti ile inokule edilmistir. Daha sonra, bu bitkiler iklim odasina alinarak,
20-25°C*de 4 hafta siire ile periyodik olarak izlenip, simptomlar kayit edilmis ve
fotograflar1 ¢ekilmistir. Takiben, simptom gosteren ve gostermeyen test bitkilerinin
viriis ile inokule edilen ve inokule edilmeyen yaprak 6rneklerinin bir kismi alinarak
DAS-ELISA yontemi ile Yontem 3.2.2°de acgiklandigi gibi test edilmistir. Bu
orneklerin kalan kisimlar ise, toplam RNA izolasyonu calismalarinda kullanilmak

tizere etiketlenerek -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.5.1. N. benthamiana Bitkilerinde Yiiriitiilen Molekiiler Calismalar

Tez calismasinin proje metninde yer almamasina ragmen, N. benthamiana bitkilerinin
viriis inokulasyonu yapilmayan st yapraklarindan ornekleme yapilmis ve RNA
izolasyonu ¢aligmalarinda kullanilmistir. Maliyetinin yiikksek olmasindan dolayi, RNA
izolasyonu ¢alismalar1 15 BNYVV izolatina ait uygulanan tekerriirlerin tamaminda
gerceklestirilememis, ancak her bir izolata ait birer tekerriir se¢ilerek bu ¢alismalar

yiiriitiilmiistiir. izolata ait tekerriiriin seciminde, ELISA absorbans degeri (en yiiksek
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absorbans degeri) ile bitkide olusan simptomlar géz 6niine alinmistir. Sadece, GZNP-
27 izolatinda, ELISA degeri pozitif olan 2. tekerriiriin yanisira, ELISA degeri negatif
olan 3. Tekerriir de RNA izolasyonu c¢alismasina dahil edilmistir (Cizelge 3. 4).
Saglikli ve BNYVV ile enfekteli N. benthamiana bitkilerinin yapraklarindan, toplam
17 ornekte toplam RNA’lar RNeasy RNA izolasyon kiti protokoliine gore Yontem
3.2.4.1.°de belirtildigi sekilde izole edilmistir.

Cizelge 3.4. Mekanik olarak BNYVV ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinden
molekiiler ¢calismalar i¢in segilen BNY VYV izolatlarina ait veriler

Makroskobik

Secilen ELISA Absorbans

Izolat Adh Tekerriir Degeri Sﬁ::lz‘:le;:l*
IGDR-6 3. 0.166 (-) YK, M, NL
GZNP-27 2. 0.386 (+) YK, M, C
3. 0.129 () YK, M
ELZG-44 1. 0.111 () YK, M, NL
SMSN-61 2. 0.097 (-) YK, M, NL
TKAT-106 2. 0.104 (-) YK, M, NL
EDRN-125 2. 0.105 (-) YK, M, NL
KRLR-134 1. 0.150 (-) YK, M
BRSA-148 2. 0.099 () YK, M, NL, HC
CNKL-150 3. 0.137 () YK, M, NL, C
ESHR-225 1. 0.119 () YK, M, NL
KSTM-281 2. 0.103 (-) YK, M, NL
ADPZ-291 3. 0.114 () YK, M, NL
KYSR-524 1. 0.105 (-) YK, M, NL, C
KTHY-602 3. 0.107 (-) YK, M, NL
ANKR-617 3. 0.124 (-) YK, M, C

* HC: Hafif clicelesme, C: Ciicelesme, M: Mozayik, NL: Nekrotik leke, YK: Yapraklarda kivrilma

Daha sonra, N. benthamiana nin {ist yapraklarinda farkli BNYVV izolatlarinin
enfeksiyon esnasinda olusturduklari; viriisiin patojenitesi ve simptom olusumunda rol
oynayan bazi 6nemli proteinlerine (CP, P25, P31 ve P26) ait gen bolgeleri RT-PCR

yontemi ile arastirilmistir.

3.2.5.1.1. Kilif Protein Bolgesinin RT-PCR Ydntemi ile Cogaltilmasi

BNYVV izolatlarinin RNA-2 tarafindan kodlanan kilif protein (CP) bolgesinin
cogaltilmasinda uygulanan RT-PCR ¢alismalarinda Lennefors vd (2006)’nin
belirttikleri BNYVV/F (GAAGAAGATAGTACCAACATG) ve BNYVV/R (CCGA-
GCAGCAGCTAATTGCTA) primerler kullanilmistir (Cizelge 3. 3).

30



Oncelikle, 16 6rnekte Omniscript Reverse Transcription kit (Qiagen) ile cDNA
sentezi, kit protokolii takip edilerek gerceklestirilmistir. ik olarak steril santrifuj
tiiptine 2 pul RNA ilave edilerek 65°C’de 5 dk su banyosunda inkiibasyona birakilmastir.
Daha sonra tiipler buz igerisinde kisa bir siire bekletilmistir. Takiben, RNA iizerine, 2
ul 10XBuffer RT, 2 pl 5 mM dNTP, 2 ul 10 mM reverse primer (BNYVV/R), 1 ul
RNAse inhibitor (10 U/ul), 1 pl Omniscript RT Enzimi ve 10 pul RNase-free su ilave
edilerek karigmalar saglanmis ve sonrasinda 37°C’de 1 saat 1sitict blokta inkiibasyona

birakilmistir.

PCR reaksiyonu; 10 pl 5xGC Buffer, 1 pul 10 mM dNTP mix, her bir primerden
(10 uM) 2.5 pl, 1.5 ul DMSO, 2.5 pl cDNA ve 0.5 pl enzimden (Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase) olusmustur. Toplam reaksiyon hacmi 19.5 pul RNase icermeyen su
ile 40 pl’ye tamamlanmistir. Amplifikasyonlar thermocycler’de, 25 dongii olacak
ekilde 98°C’de 30 s baslangi¢ denatiirasyon basamagindan sonra, 98°C’de 10 s,
54.2°C’de 30 s, 72°C’de 30 s ve 1 dongii 72°C’de 5 dk seklinde uygulanmustir.

3.2.5.1.2. P25 Protein Bolgesinin RT-PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

BNYVV’ nin patojenitesinde etkin olan ve RNA-3 tarafindan kodlanan P25 proteinine
ait bolgenin ¢ogaltilmasinda RT-PCR yontemi kullanilmistir. Bu ¢aligmada Acosta-
Leal vd (2008)’nin belirtikleri F29 ve R30 primerleri kullanilmistir (Cizelge 3. 3). Tek
asamali olarak yiiriitilen RT-PCR ¢aligmalari, Superscript I One-Step RT-PCR
System with Platinum Tagq DNA Polymerase kiti (Invitrogen) protokolii takip edilerek
uygulanmistir.

Bu kit ile yapilan optimizasyonlar sonucunda; PCR tampon c¢ozeltisindeki
MgSQO4 konsantrasyonuna (2.4 mM) 0.5 mM daha MgSOs ilavesi ile daha iyi {iriin
elde edilebilmistir. RT-PCR reaksiyonu; 3 p total RNA (10 pg-1 pg), 25 ul 2xreaction
mix, her bir primerden (10 uM) 1 ul, 0.5 pul MgSO4 (50 mM) ve 1 ul enzimden
(RT/Platinum Taq mix) olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi 18.5 pl RNase
icermeyen su ile 50 pul’ye tamamlanmigtir. Kitin igerisinde bulunan 2Xreaction mix;
0.4 mM dNTP mix ile 2.4 mM MgSOs icermektedir. Reaksiyon, 50°C’de 30 dk,
94°C’de 2 dk, 35 dongii olacak sekilde 94°C’de 15 s, 50°C’de 30 s ve 72°C’de 1 dk
ve 1 dongili 72°C’de 7 dk ile tamamlanmustir.
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3.2.5.1.3. P26 Protein Bolgesinin RT-PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

BNYVV’nin patojenitesinde etkin olan RNA-5 tarafindan kodlanan P26 protein
genine ait bolgenin arastirilmasinda RT-PCR yontemi kullanilmistir. Calismada
kullanilan primerler RhizoSF (GTTTTTCCGCTCGCACAAGCG) ve Rhizo5R
(CGAGCCCGTAAACACCGCATA) (Schirmer vd, 2005)’dir (Cizelge 3. 3). Yedi
ornekte gergeklestirilen tek asamali RT-PCR, Superscript Il One-Step RT-PCR
System with Platinum Tag DNA Polymerase kiti (Invitrogen) protokolleri takip
edilerek uygulanmistir. Reaksiyon 12.5 ul 2X Reaksiyon karisimi, her bir primerden
(10 uM) 0.5 ul (son konsantrasyon: 0.2 uM), 1 ul Superscript III RT/Platinum Taq
Mix ve 1 ul RNA’dan olusturulmustur. Toplam reaksiyon hacmi RNase ve DNase
icermeyen su ile 25 ul’ye tamamlanmistir. Reaksiyon, Bio-Rad MJ Mini PCR
Thermocycler’ da, 55°C’de 30 dk, 94°C’de 2 dk, 40 dongii olacak sekilde 94°C’de 15
s, 59°C’de 30 s ve 68°C’de 1 dk ve 1 dongii 68°C’de 5 dk ile tamamlanmuistir.

3.2.5.1.4. P31 Protein Bolgesinin RT-PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

BNYVV’nin vektorle tasinmasinda etkin olan, RNA-4 tarafindan kodlanan P31
proteinine ait bolgenin ¢ogaltilmasinda tek asamali RT-PCR yontemi kullanilmistir.
Calismada kullanilan primerler Cizelge 3. 3’de verilmistir. Tek asamali RT-PCR,
Superscript | One-Step RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase Kiti
(Invitrogen) protokolii takip edilerek Yontem 3.2.4.3’de aciklandigi sekilde
uygulanmustir.

3.2.5.1.5. N. benthamiana Bitkilerinden Elde Edilen BNYVV izolatlarimin P31
Genine Ait Bolgenin Niikleotit Dizilerinin Elde Edilmesi

N. benthamiana bitkilerinin iist yapraklarindan elde edilen bes BNYVV izolatinin
(ELZG-44-1, BRSA-148-2, CNKL-150-3, KYSR-524-1 ve ANKR-617-3) P31
proteinine ait PCR iirlinlerinin sekans analizleri Genoks (Ankara) firmasi tarafindan
yapilmistir. Sekans analizi sonrasinda ‘Codon Code Aligner’ programi kullanilarak
BNYVYV izolatlarinin RNA-4’ iine ait ileri ve geri yonde elde edilen ham sekans

verileri hizalanmis ve konsensus diziler elde edilmistir. Daha sonra BNYVVV
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izolatlarina ait bu konsensus diziler, tuzak bitkiden elde edilen BNYVYV izolatlaria

ait P31 sekans verileri ile BLAST yapilarak analiz edilmistir.

3.2.5.2. N. benthamiana’dan elde edilen BNYVV izolatlarnmin N. benthamiana
Bitkilerine ikinci Aktarim

Onbes BNYVV izolatinin mekaniksel inokulasyon yontemi ile N. benthamiana
bitkilerine ilk aktarimini takiben 30 giin sonra, bu bitkilerin iist yapraklarinin bir kismi
ayrilarak, ayr1 ayri etiketlenip -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Daha sonra, bu Ornekler viriis inokulumu olarak kullanilarak, 2. kez N. benthamiana
bitkilerine Yontem 3.2.5°da belirtildigi sekilde virlis aktarimi gergeklestirilmistir.
Inokulasyonu takiben 1 ay sonra, viriis inokuleli ve iist yapraklar alinmis, Yontem
3.2.2°de belirtildigi sekilde ELISA ile test edilmistir. Ayrica, her iki inokulasyon
sonucunda N. benthamiana bitkilerinde olusan simptomlar gdz Oniine alinarak, ii¢
ornek secilmistir. Bu orneklerde RNA izolasyonunu takiben, Yontem 3.2.4.3°de
belirtildigi sekilde P31 genine spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ¢aligmast
gerceklestirilmistir.

33



4. BULGULAR

4.1. Tuzak Bitki Testi ve ELISA Testi Sonuclari

Cografik orjinlerine gore secilen 15 farkli toprak drneginde, BNYVV’e hassas seker
pancart ¢esiti (cv.) Ansa tuzak bitki testi yontemine gore sekiz hafta siire ile
yetistirilmistir (Sekil 4. 1). Hasat oncesi, her bir saksidaki bitkilere ait makroskobik
gozlemler kaydedilmis ve farkli tarzda simptom sergileyen orneklerin fotograflari
¢ekilmistir. Daha sora bu bitkilerin kokleri hasat edildikten sonra Yontem 3. 2. 2’de
belirtildigi sekilde ELISA ile test edilmistir.

Sekil 4.1. Tklim odasinda tuzak bitli testi yontemine gore yetistirilen bitkilerin genel goriiniimii

Incelenen &rneklere ait ortalama kok ve bitki agirhiklar, kok rengi ile
makroskobik gozlemlere ait bilgiler ve ortalama ELISA absorbans degerleri Cizelge

4. 1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Cografik orjinlerine gore segilen toprak dSrneklerinde BNYVV’nin bulunma
durumu ve bu bolgelere ait toprak drneklerinde tuzak bitki testi yontemi ile
yetistirilen bitkilere ait bilgiler

. Ort. Agirlik (g) . Ortalama

il Izolat Kék_ Malfroskoblk ELISA
No Bitki Kok Rengi* Gozlem** Absort_aans
Degeri***

Igdir 6 1.300 0.077 A. K N 0.241 (+)
Gaziantep 27 0.650  0.030 A K N 0.361 (+)
Elaz1g 44 0.857  0.091 A K N 2.926 (+)
Samsun 61 1.323 0.101 A K N 2.743 (+)
Tokat 106 0.938 0.044 A K N 0.544 (+)
Edirne 125 0.917  0.055 A. K YK 3.507 (+)
Kirklareli 134 0.815  0.052 A K C 3.326 (+)
Bursa 148 0.670  0.048 A K N 3.363 (+)
Canakkale 150 0.606  0.054 A K C, K 2.669 (+)
Eskisehir 225 1.170  0.098 A. K N 2.360 (+)
Kastamonu 281 0.673  0.043 A K N 2.757 (+)
Adapazari 291 0.984  0.080 A K YFB 0.361 (+)
Kayseri 524 0.963  0.053 A. K N 3.193 (+)
Kiitahya 602 0.522  0.032 A K C 3.354 (+)
Ankara 617 0.732  0.050 A K N 3.508 (+)
iaghkh NK 1412 0196 AK 0.102 (-)

ontrol

*: A. K: A¢ik Kahverengi

**: N: Normal Bitki Gelisimi, C: Ciicelesme, NK: Negatif Kontrol, YFB: Yaprakta Form Bozuklugu, YK:
Yapraklarda Kivrilma, K: Kloroz

*#%: Tuzak bitki testi sonrasinda uygulanan ELISA testinde 2 h’lik substrat inkubasyonu sonucu elde edilen ELISA
degeri ortalamalari; + = Bioraba negatif kontroliin 2 katindan fazla olan ELISA absorbans degerlerini ifade
etmektedir.

4.2. Kok Boyamas1 Yontemine Gore Tuzak Bitki Koklerinde Vektor Polymyxa

betae’nin Belirlenmesi

Bu ¢alismada Yontem 3.2.3° de belirtildigi gibi 151k mikroskobu altinda, BNYVV ile
enfekteli seker pancari bitkilerinin kilcal koklerinde P. betae’nin dinlenme spor
yapilar1 (sistosori) arastirilmistir. incelenen drneklere ait koklerin tamaminda bal
petegi seklinde sistosorilerin bir araya gelmesinden olusan dinlenme spor yapilarinin

varlig1 belirlenmistir (Sekil 4. 2).
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Sekil 4.2. Tuzak bitki testi yontemine gore yetistirilen seker pancar1 bitkilerinin kilcal
koklerinde belirlenen Polymyxa. betae’ya ait dinlenme spor yapilarinin gériiniimii
(AveB)

4.3. RT-PCR Yontemi ile Tuzak Bitki Koklerinde Vektor Polymyxa betae’mn

Belirlenmesi

Bu c¢alismada, seker pancari bitkisinin koklerinde vektér P. betae’nin RT-PCR
yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, P. betae’ya spesifik primerler
kullanilarak tek asamali olarak yiiriitiilen RT-PCR ¢alismasi ile elde edilen PCR
tiriinlerinin jel gorlintiileme cihazinda incelenmesi sonucunda; incelenen 15 6rnegin
tamaminda bu bdlgeye spesifik 250 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4. 3
ve Sekil 4. 4).

106 125 134 148 150 225 281 291 524 602 617 -C

Sekil 4.3. Seker pancar1 koklerinden izole edilen toplam RNA’lar kullanilarak P. betae’nin
RT-PCR yontemi ile belirlenmesi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), -C:
Enfekteli olmayan seker pancari kdklerinden elde edilen RNA’lar, 6: Aralik-
Igdir, 27: islahiye-Gaziantep, 44: Merkez-Elazig, 61: Vezirkdprii-Samsun, 106:
Niksar-Tokat, 125: Merkez-Edirne, 134: Babaeski-Kirklareli, 148: Yenisehir-
Bursa, 150: Biga-Canakkale, 225: Cifteler-Eskisehir, 281: Tagkoprii-Kastamonu,
291: Erenler-Adapazari, 524: Merkez-Kayseri, 602: Simav-Kiitahya, 617: Ayas-
Ankara illerine ait seker pancari (cv. Ansa) kok orneklerinden elde edilen
RNA’lar]
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M +C -C 27 225

<—250 bp

Sekil 4.4. P. betae’nin RT-PCR yontemi ile belirlenmesi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega),
+C: 6 no (Aralik-Igdir)’lu 6rnege ait RNA, -C: saglikli seker pancari (cv. Ansa)
kok o&rneginden elde edilen RNA, 27: Islahiye-Gaziantep, 225: Cifteler-
Eskisehir]

4.4. BNYVYV lzolatlarinda P31 Genini i¢ceren Bolgenin Cogaltilmasi

Tez ¢alismasinin bu kisminda Yontem 3.2.4.3’de belirtildigi sekilde; BNYVV’nin
vektorle etkili bir sekilde tasinmasinda rol oynayan ve RNA-4 iizerinde yer alan P31
protein genine spesifik primerler (Chiba vd, 2011) kullanilarak, cv. Ansa’nin
koklerinden izole edilen 15 BNYVV izolati RT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.
PCR firiinlerinin jel goriintiileme cihazinda incelenmesi sonucunda cv. Ansa’ya ait
orneklerinin 7’sinde bu bolgeye spesifik 997 bp biiyiikliigiinde bant elde edilmistir
(Sekil 4. 5). Bu ornekler; Igdir, Elaz1g, Samsun, Bursa, Canakkale, Kastamonu ve

Kayseri illeri seker pancar liretim alanlarindan elde edilmistir.
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150 281 524 617 -C

997 bp

Sekil 4.5. P31 geninin RT-PCR yo6ntemi ile ¢ogaltilmasi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), -
C: saglikli seker pancari (cv. Ansa) kok 6rneginden elde edilen RNA, 6: Aralik-
Igdir, 27: islahiye-Gaziantep, 44: Merkez-Elazig, 61: Vezirkdprii-Samsun, 125:
Merkez-Edirne, 134: Babaeski-Kirklareli, 148: Yenisehir-Bursa, 150: Biga-
Canakkale, 281: Taskoprii-Kastamonu, 524: Merkez-Kayseri, 617: Ayas-Ankara
illerine ait seker pancari (cv. Ansa) kok 6rneklerinden elde edilen RNA’lar]

P31 proteinine spesifik {iriin edilemeyen ya da multiple bant olusumu gbézlenen
orneklerde RT-PCR calismalarinda optimizasyona gidilerek, RNA konsantrasyonu
1/10 oraninda disiirilmis ve calismalar tekrar edilmistir. Bunun sonucunda; 27
(Igdir), 125 (Edirne) ve 617 (Ankara) no’lu 6rneklerde beklenen biiytikliikte iiriin elde
edilebilmistir (Sekil 4. 6). Ancak, Tokat, Kirklareli, Adapazi, Eskisehir ve Kiitahya
illerine ait 5 6rnekte (106, 134, 291, 225 ve 602 no’lu) 997 bp bilyiikliigiinde bant
olusumu gozlenmemistir. Sonu¢ olarak; incelenen cv. AnSa Orneklerinin toplam

10’unda P31 geninin amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

27 125 617 +C M
(1/10) (1/10) (1/10)

S 997 b
WWPW " e

Sekil 4.6. P31 geninin RT-PCR yo6ntemi ile amplifikasyonu [M: 1Kb DNA Ladder (Promega),
+C: 6 no (Aralik-1gdir)’lu rnege ait RNA, 27: Islahiye-Gaziantep, 125: Merkez-
Edirne, 617: Ayas-Ankara illerine ait seker pancari (cv. Ansa) kok 6rneklerinden
elde edilen RNA’lar.]
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4.5. BNYVYV izolatlarimn P31 Proteininin Baz ve Amino Asit Dizisi Analiz

Sonuclari

Tuzak bitki testi yontemi ile yetistirilen Ansa koklerinden elde edilen toplam 10
BNYVYV izolatinin P31 proteinine ait PCR {irlinlerinin sekans analizleri Genoks
(Ankara) ve BM (Ankara) firmalari tarafindan yapilmistir. Sekans analizi sonrasinda
‘Codon Code Aligner’ programi kullanilarak BNYVV izolatlarinin RNA-4’iline ait
ileri ve geri yonde elde edilen ham sekans verileri hizalanmis ve konsensus diziler elde
edilmistir. Bu konsensus niikleotit dizilerinden izolatlara ait amino asit dizileri elde

edilmistir (EK 4).

BNYVV izolatlarinin RNA-4’{inlin sekans analizi yapilan bdlgenin uzunlugu
yaklasik 849 baz kadar olup P31 geninin tamamim icermektedir (EK-3). Izolatlarm
kendi aralarindaki genetik benzerliklerin incelenmesi amaciyla NCBI’daki BLASTn
algoritmasi kullanmilmistir. Bu ¢aligmada; Igdir (IGDR-6), Gaziantep (GZNP-27),
Elaz1g (ELZG-44), Samsun (SMSN-61), Edirne (EDRN-125), Bursa (BRSA-148),
Kayseri (KYSR-524), Canakkale (CNKL-150), Kastamonu (KSTM-281) ve Ankara
(ANKR-617) illeri seker pancari liretim alanlarindan elde edilen, toplam 10 BNYVV
izolatinin P31 bolgesine ait baz dizileri irdelenmistir. Buna gore; SMSN-61, EDRN-
125, BRSA-148 ve KYSR-524 izolatlarinin P31 genine gore niikleotit diizeyinde %
100 benzer olduklari belirlenmistir. Diger izolatlarin ise niikleotit diizeyinde
birbirleriyle yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (% 97.88-% 99.88)
(Cizelge 4. 2).
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Cizelge 4.2. BNYVV izolatlarina ai P31 proteininin niikleotit diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 (%)

Izolat Ad1 Orjin No| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IGDR-6 Igdir 1 * 97.88 98.12 98 98 98 9788 9788 98 97.88
GZNP-27 Gaziantep 2 | 97.88 * 99.76 99.88 99.88 99.88 99.76 99.76 99.88 99.76
ELZG-44 Elaz1g 319812 99.76 * 99.88 99.88 99.88 99.76 99.76 99.88 99.76
SMSN-61 Samsun 4 98 99.88 99.88 * 100 100 99.88 99.88 100 99.88
EDRN-125 Edirne 5 98 99.88 99.88 100 * 100 99.88 99.88 100 99.88
BRSA-148 Bursa 6 98 99.88 99.88 100 100 * 99.88 99.88 100 99.88
CNKL-150 Canakkale 7 (9788 99.76 99.76 99.88 99.88  99.88 * 99.76 99.88 99.76
KSTM-281 Kastamonu | 8 | 97.88  99.76 99.76 99.88 99.88 99.88  99.76 * 99.88 99.76
KYSR-524 Kayseri 9 98 99.88 99.88 100 100 100 99.88 99.88 * 99.88
ANKR-617  Ankara 10 | 97.88  99.76 99.76 99.88 99.88 99.88 99.76 99.76 99.88 *
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Farkli cografik bolgelerden elde edilen 10 BNYVV izolatinin P31 gen
bolgesinde farklilik belirlenen niikleotit pozisyonlar1 Cizelge 4. 3’de gosterilmistir.
Cizelge 4. 3. incelendiginde, IGDR-6 izolatinin diger izolatlardan oldukg¢a fazla sayida
(17 adet) pozisyonda niikleotit diizeyinde diger izolatlardan farklilik sergiledigi dikkat
cekmistir (Cizelge 4. 3).

Cizelge 4.3. BNYVV izolatlarinin P31 gen bolgesinde farklilik belirlenen niikleotit
pozisyonlari

Niikleotit Pozisyon Numarasi
33 3 4 4 4 45

izolat Ada

IGDR-6
GZNP-27
ELZG-44
SMSN-61
EDRN-125
BRSA-148
CNKL-150
KSTM-281
KYSR-524
ANKR-617

A4 4444444 0>
OO0O000000O0 duwe
O0O000000O0 AN
A4 dddd4 444 0PN
OO00000O0O0 dwaN
444444444 0lwow
POOOOOOOO B>(wr
OO0O000000O0 Ho~
>>>>>>P>>> >N
40000000000k
>>>P>>>>>> 0NN
OO0O000000O0 H|ew
POOOOOOOO >eu
>>>>>>>>> R
A4 0dd4 444 dl~Noun
>>>>>>> > dNvoo
OO0O000000O0dono
OO0O000000O0dMON
>>>A>>>>> >R
OO0O000000O0dNE N

P31 genom bolgesi i¢in bu calismada incelenen BNYVYV izolatlarinin Diinya
izolatlart ile BLASTn analizi ile niikleotit diizeyinde karsilastirilmasi sonucu
Tiirkiye’den elde edilen izolatlar iki gruba ayrilmustir. ilk grupta yer alan IGDR-6
izolati Kazakistan’a ait Kas2 ve Kas3 izolatlariyla % 99.76 oran ile en yiiksek
benzerlige sahip olmustur. Ikinci grupta yer alan diger BNYVV izolatlar ise, en
yiiksek genetik benzerligi italya’ya ait IV4 ve 112 izolatlar1 ile gdstermistir (Cizelge
4. 4.). Ustelik, bu grup igerisindeki, SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148 ve KYSR-524
izolatlarinin Italya seker pancari iiretim alanlarindan izole edilen IV4 ve 112 izolatlart
ile % 100 benzer oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlarin en yiiksek ikinci benzerlik

oranina (% 99.88) sahip oldugu izolat ise, Brazilya’ya ait Brazilian izolat1 olmustur
(Cizelge 4. 4).
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izolatlar1 ile benzerlik oranlar™®

Cizelge 4.4. BNY VYV izolatlarimin dizi analizi yapilan P31 geninin niiklotit diizeyinde Diinya

AL ke ot O
Kas2 AF197554 99.76 Kazakistan
IGDR-6 Kas3 AF197557 99.76 Kazakistan
IR-GR AMT79754 99.53 fran
V4 AB563124 99.88 Italya
GZNP-27 112 AF197552 99.88 Italya
Brazilian  MH106729 99.76 Brezilya
V4 AB563124 99.88 Italya
ELZG-44 112 AF197552 99.88 Italya
Brazilian MH106729 99.76 Brezilya
SMSN-61, V4 AB563124 100 Italya
EDRUESS: D AF197552 100 italya
BRSA-148,
KYSR-524 Brazilian ~ MH106729 99.88 Brezilya
V4 AB563124 99.88 Italya
CNKL-150 112 AF197552 99.88 Italya
Brazilian  MH106729 99.76 Brezilya
V4 AB563124 99.88 Italya
KSTM-281 112 AF197552 99.88 Italya
Brazilian  MH106729 99.76 Brezilya
V4 AB563124 99.88 Italya
ANKR-617 112 AF197552 99.88 Italya
Brazilian  MH106729 99.76 Brezilya

*BLASTx’e gore en yiiksek benzerlige sahip ilk tic BNYVYV izolat1 verilmistir.
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Izolatlarin kendi aralarindaki amino asit (aa) diizeyindeki benzerliklerini
incelemek amaciyla NCBI’daki BLASTp analizi kullanilmistir. Buna gore; GZNP-27,
SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148, KSTM-281 ve KYSR-524 izolatlar1 kendi
aralarinda % 100 benzerlik gostermistir. ELZG-44, CNKL-150 ve ANKR-617
izolatlar ise kendi aralarinda % 99.29 oraninda benzerlik gostermislerdir. IGDR-6
izolatinin ise, diger izolatlarla benzerlik oraninin % 97.16-% 97.87 olmasi1 dikkat

cekmistir (Cizelge 4. 5).
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Cizelge 4.5. BNYVYV izolatlarina ai P31 proteininin amino asit diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlar1 (%)

Izolat adi  Orjin No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

IGDR-6 Igdir 1 * 9752  97.87 9752 9752 9752 9716 9752 9752 97.16
GZNP-27 Gaziantep 2 97.52 * 99.65 100 100 100 99.65 100 100 99.65
ELZG-44 Elaz1g 3 97.87 99.65 * 99.65 99.65 99.65 99.29 99.65 99.65 99.29
SMSN-61  Samsun 4 97.52 100 99.65 * 100 100 99.65 100 100 99.65
EDRN-125 Edirne 5 97.52 100 99.65 100 * 100 99.65 100 100 99.65
BRSA-148 Bursa 6 97.52 100 99.65 100 100 * 99.65 100 100 99.65
CNKL-150 Canakkale 7 97.16 99.65 99.29 99.65 99.65 99.65 * 99.65 99.65 99.29
KSTM-281 Kastamonu | 8 97.52 100 99.65 100 100 100 99.65 * 100 99.65
KYSR-524  Kayseri 9 97.52 100 99.65 100 100 100 99.65 100 * 99.65
ANKR-617 Ankara 10| 97.16 99.65 99.29 99.65 99.65 99.65 99.29 99.65 99.65 *
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Bu calismada incelenen 10 BNYVV izolatinin P31 gen bolgesinde farklilik
belirlenen aa pozisyonlar1 Cizelge 4. 6°da gosterilmistir (EK-4). Buna gore; IGDR-6
izolatinin diger izolatlardan aa bakimindan yedi pozisyonda farklilik sergiledigi

goriilmiistiir (Cizelge 4. 6).

Cizelge 4.6. BNYVV izolatlarimin P31 gen bolgesinde farklilik belirlenen amino asit

pozisyonlari

izolat Ad Amino Asit Pozisyon Numarasi

zofat Adl 14 56 105 140 144 153 198 207 237
IGDR-6 P | | A D | F F D
GZNP-27 L T VvV A N M | S D
ELZG-44 L T Vv A N M F S D
SMSN-61 L T Vv A N M | S D
EDRN-125 L T Vv A N M | S D
BRSA-148 L T VvV A N M | S D
CNKL-150 L T Vv A N M | S v
KSTM-281 L T VvV A N M | S D
KYSR-524 L T VvV A N M | S D
ANKR-617 L T VvV V N M | S D

P31 genom bolgesi icin bu ¢calismadaki BNYVYV izolatlar1 Diinya izolatlar ile
BLASTp yontemi ile karsilagtirildiginda, Tiirkiye’den elde edilen izolatlar yine iki
gruba ayrilmistir. IGDR-6 izolat1 Kazakistan’a ait Kas2 izolat1 ile, GZNP-27, SMSN-
61, EDRN-125, BRSA-148, KSTM-281 ve KYSR-524 izolatlar ise 1talya’ya ait [12
izolat1 ile % 100 benzer bulunmustur. Diger taraftan; ELZG-44, CNKL-150 ve
ANKR-617 izolatlar1 ise yine Italyan izolati 112 ile % 99.65 oran ile en yiiksek
benzerligi gostermislerdir (Cizelge 4. 7).
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Cizelge 4.7. BNYVYV izolatlarinin dizi analizi yapilan P31 geninin amino asit diizeyinde
Diinya izolatlari ile benzerlik oranlari™ (%)

NCBI NCBI Benzerlik

LI izolat Ad Kayit No Orani (%) Orjini
Kas2 AF197554 100 Kazakistan
IGDR-6 M87 BAJ23820 99.65 Japonya
011 BAJ23818 99.65 Japonya
112 AF197552 99.65 Italya
ELZG-44 Brazilian MH106729 99.29 Brezilya
FAH AB563132 99.29 Fransa
GZNP-27 112 AF197552 100 Italya
ES[';/IF\’SNN—-les Brazilian ~ MH106729 99.65 Brezilya
BRSA-148 .
KSTM-281 V1 AB563123 99.65 Italya
KYSR-524
112 AF197552 99.65 [talya
CNKL-150 Brazilian MH106729 99.29 Brezilya
FAH AB563132 99.29 Fransa
112 AF197552 99.65 Italya
ANKR-617 Brazilian MH106729 99.29 Brezilya
FAH AB563132 99.29 Fransa

*BLASTp’e gore en yiiksek benzerlige sahip ilk tic BNY VYV izolat1 verilmistir.

4.6. BNYVYV lzolatlarinin P31 Genine Gore Filogenetik Analizi

BNYVYV izolatlarinin P31 genine gore son taksonomik gruplandirilmasi temel
alinarak, bu gruplari yansitacak sekilde secilen, NCBI’dan indirilen 11 BNYVV izolati
filogenetik aga¢ olusturmada kullanilmistir. Clustal W yontemi ile bu izolatlarin P31
gen bolgelerine ait niikleotit dizileri hizalanmis ve sonra Mega 7 yaziliminda Tamura-
Nei modeli kullanilarak (Tamura ve Nei, 1993) genetik uzakliklar belirlenmis ve ML
algoritmasina gore filogenetik agac olusturulmustur. Bootstrap (se¢-bagla tahmin testi)
degeri olarak 1000 alinmstir.

ML dendogramt incelendiginde, GZNP-27, ELZG-44, SMSN-61, EDRN-125,
BRSA-148, CNKL-150, KSTM-281, KYSR-524 ve ANKR-617 izolatlarinin Italya
seker pancari iiretim alanlarindan izole edilen izolatlar (1V4 izolati- AB563124 ve IP7
izolati- AB563126) ile aymi alt dalda yer aldigi goriilmektedir. Boylelikle, bu
izolatlarin son taksonomik gruplandirmaya gore; P31 geni ile ilgili olarak Grup 111
igerisinde yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 4. 7). Diger taraftan, IGDR-6 izolatinin ise

diger izolatlardan farkl olarak Fransiz (FP izolat1) ve Japon (T101 izolat1) izolatlarinin
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bulundugu farkli bir dala ayrildigi ve dolayisiyla Grup Il igerisinde

saptanmistir (Sekil 4. 7 ve Cizelge 4. 8).

GZINP-27

ik

100

E

SMSN-61 EDRN-125 BRSA-148 KYSR-524

AB563124 (ltalya)

AB563126 (IP7)-1talya

:

LZG-44

47 IGDR-6

ABSB3127 (FP)-Fransa

99

2

ABS63093 (T101)-Japonya

65

0.0050

100

AB5S63136 (GM)-Almanya
KP316875 (LYP31-1)-Cin

EF473112 (Hard)-Cin

bulundugu

ABS563111 (CH4)
KP0O0B471 (IMHHP31-1 -Cin
AB563114 (CW1)-Cin
AB563099 (SH1)-Japonya

Sekil 4.7. BNYVV izolatlarinin ve GenBank (NCBI) veri tabaninda kayith bazt BNYVV
izolatlarinin P31 genine gore niikleotit dizileri esas almarak olusturulan
filogenetik agac. Filogenetik analizde Maximum Likelihood yontemi ve Tamura-
Nei modeli kullanilmigtir. Dendogramda bootstrap degerleri, dallarda % olarak
gosterilmistir. Olgek, aym pozisyon icin baz degisim miktarim gdstermektedir
(0.05). Referans izolatlara ait bilgiler Cizelge 4. 8’de yer almaktadir.

Cizelge 4.8. Filogenetik analizde kullanilan Beet necrotic yellow vein virus izolatlari

GenBank Kayit No  NCBI izolat Adi P31 Grubu Ulke
AB563124 V4 Grup I Italya
AB563126 IP7 Grup I italya
AB563127 FP Grup Il Fransa
AB563093 T101 Grup 1l Japonya
EF473112 Har4 Grup Il Cin
AB563136 GM Grup IV Almanya
KP316875 LYP31-1 Grup | Cin
AB563111 CH4 Grup | Cin
KP006471 IMHHP31-1 Grup | Cin
AB563114 Cw1 Grup | Cin
AB563099 SH1 Grup | Japonya
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Tiirkiye seker pancari iiretim alanlarindan elde edilen BNYVV izolatlarinin P31
geni gruplarina (Grup II ve Grup III) gore dagilimlan Sekil 4. 8’de gosterilmistir.
Diger taraftan, farkli cografik lokasyonlarda bulunmalarina ragmen, Edirne (EDRN-
125), Bursa (BRSA-148), Samsun (SMSN-61) ve Kayseri (KYSR-524) illerinden elde
edilen dort BNYVYV izolatinin genetik bakimdan niikleotit diizeyinde % 100 benzer
olmalar1 dikkat cekmistir (Cizelge 4. 2; haritada koyu sar1 renk ile belirtilmistir).

Karadeniz

Akdeniz

Sekil 4.8. P31 genine gére BNYVYV izolatlarinda belirlenen gruplarin Tirkiye seker pancari
iretim alanlarinda dagilimlart (Grup Il igerisinde yer alan BNY VYV izolatinin elde
edildigi il kirmizi renk ile, Grup III icerisinde yer alan BNY VYV izolatlarinin elde
edildigi iller ise sar1 renk ile isaretlenmigtir)

4.7. BNYVV’nin Sistemik Konukgulari ile Yiiriitiilen Biyolojik Calismalardan
Elde Edilen Bulgular

Bu tez calismasinin arastirma konulari icerisinde yer almamakla birlikte; teze katki
saglayacagr disiiniildiginden, BNYVV’nin sistemik konukcularindan N.
benthamiana, S. oleraceae (cv. Rick Zwan ve cv. Nebraska) ve Beta vulgaris (cv.
Ansa-BNYVV’ye hassas) (Gilmer, 2017) biyolojik ¢alismalarda kullanilmak tizere
secilmistir. Nitekim bu konukgulardan N. benthamiana, giiniimiizde bitki-patojen
interaksiyonu c¢aligmalarinda farkli genlerin ifadelerinin kiyaslanmasi ve konunun

daha detayli irdelenebilmesi amaciyla bir model bitki olarak kullanilmaktadir (Goodin
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vd, 2008; Satoh vd, 2010). Bu sebeple, bu kisimda yiriitiilen biyolojik c¢alismalar
Ozellikle N. benthamiana iizerinde yogunlasilmistir. Onbes farkli cografik
lokasyondan elde edilen BNYVYV izolati (IGDR-6, GZNP-27, ELZG-44, SMSN-61,
TKAT-106, EDRN-125, KRLR-134, BRSA-148, CNKL-150, ESHR-225, KSTM-
281, ADPZ-291, KYSR-524, KTHY-602 ve ANKR-617-3) kullanilarak bu bitki
tirlerinde ¢alismalar yiiriitilmis ve izolatlarin meydana getirdigi reaksiyonlar

gbzlenmis, izolatlar arasinda herhangi bir farklilik olup olmadig1 arastirilmstir.

Bu amagla; 15 BNYVV izolatinin N. benthamiana bitkilerine ti¢ tekerriirli
olarak toplam 45 bitkiye, B. vulgaris (cv. Ansa-BNYVV’ye hassas) ve S. oleraceae
(cv. Rick Zwan ve cv. Nebraska)’ya ait ise 1’er bitkiye (45 adet) olmak {izere toplam
90 bitkiye mekaniksel olarak inokulasyonlar1 gerceklestirilmistir. inokulasyonu
takiben 1-4 hafta icerisinde, test bitkilerinde olusan simptomlar kayit edilmis ve her
bir bitkinin fotografi ¢ekilmistir. Bu simptomlarin BNYVV enfeksiyonundan
kaynaklanip kaynaklanmadigini tespit etmek amaciyla; inokulasyondan dort hafta
sonra, her bir test bitkisinin viriis inokulasyonu yapilmayan iist kismindan (Simptom
olusumu gézlenen ya da gézlenmeyen) 1’er yapragi alinarak ELISA ile test edilmistir

(Cizelge 4. 9 ve Cizelge 4. 18).

4.7.1. BNYVYV izlatlari ile inokule Edilen N. benthamiana Bitkilerinde Yiiriitiilen
Biyolojik Calismalardan Elde Edilen Bulgular

BNYVV’nin sistemik konukg¢usu olan N. benthamiana bitkisinde, ti¢ tekerriirlii olarak
gergeklestirilen mekanik inokulasyon ¢alismalar1 sonucunda; inokulasyondan 4 hafta
sonra 15 BNYVV izolatinin tamaminin, bu bitkinin virilis inokulasyonu yapilmayan
iist yapraklarinda genellikle kivrilma, mozayik, ilerleyen asamalarda nekrotik lekeler
seklinde, tipik BNYVV’nin neden oldugu belirtilere benzer simptomlar olusturdugu
gbzlenmistir. Ayrica, izolatlarin bazilarmin ise bitkide ciicelesmeye neden oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4. 9). Bu BNYVYV izolatlarinin herbirinin N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu belirtiler, Sekil 4. 9.-Sekil 4. 23’te gosterilmistir.

Daha sonra, N. benthamiana bitkilerinin iist yapraklarindan alinan orneklere
uygulanan DAS-ELISA testi sonucunda, sadece GZNP-27 izolatinin 2. tekerriiriinde
BNYVV enfeksiyonu serolojik olarak belirlenmistir (Cizelge 4. 9).
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Cizelge 4.9. BNYVV izolatlarin N. benthamiana bitkilerinin tekerriirlerinde olusturdugu
simptomlar ve ELISA testi sonuglari

Nicotiana benthamiana

izolat Adi _ 1. Tekerriir _ 2. Tekerriir _ 3. Tekerriir

Simptom* ELISA Simptom* ELISA Simptom* ELISA
Absorbans Absorbans Absorbans

Degeri** Degeri** Degeri**
IGDR-6 M, YK 0.106 (-) M, YK 0.123 (-) M, NL, YK 0.166 (-)
GZNP-27 M, YK 0.098 (-) M, YK, C 0.386 (+) M, YK 0.129 (-)
ELZG-44 M, NL, YK 0.111 () M, NL, YK 0.100 (-) M, NL, YK 0.090 (-)
SMSN-61 M, NL, YK 0.112 (+) M, NL, YK 0.097 (-) M, YK 0.091 ()
TKAT-106 M, NL, YK 0.096 (-) M, NL, YK 0.104 (-) M, YK 0.102 ()
EDRN-125 M, YK 0.097 (-) M, NL, YK 0.105 (-) M, NL, YK 0.101 (-)
KRLR-134 M, YK, C 0.150 () M, YK 0.109 (-) M, NL, YK 0.101 ()
BRSA-148 M, NL, YK 0.104 (-) |M, NL, YK, HC  0.099 (-) M, YK 0.103 (-)

CNKL-150 | M,YK,C  0.127() | M,NL YK  0.100(-) |KL NL, YK ,C 0.137 ()
ESHR-225 | M,NL, YK,C 0.119() | KL YK,C  0.106() | M,NL, YK  0.106 (-)
LYK 0107()| M/NL YK  0103() | M,NL YK  0.102()

M,NL, YK  0.114 (-)

KSTM-281 | M, N
ADPZ-291 | M,NL,YK  0102() | M,NL, YK  0.121()

KYSR-524 | M,NL, YK,C 0.105(-) |M,NL, YK,C  0.101(-) |M,NL, YK,C  0.093 (-)
KTHY-602 |M, NL, YK, HC 0.101(-) | M,NL, YK  0.099() | M,NL,YK  0.107 (-)
ANKR-617 | M,YK,C  0111()| M,NL, YK  0113() | M,YKC 0.124 (-)
-C (Bioreba) 0.098 0.098 0.098

*: C: Ciicelesme, HC: Hafif Ciicelesme, M: Mozayik, NL: Nekrotik Leke, YK: Yapraklarda distan ice dogru
kivrilma

** . Mekanik inokulsayon sonrasinda uygulanan ELISA testinde 2 h’lik substrat inkubasyonu sonucu elde edilen
ELISA degeri ortalamalari; + = bioraba negatif kontroliin 2 katindan fazla olan ELISA absorbans degerleri
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Sekil 4.9. IGDR-6 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: virtis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.10. GZNP-27 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)

52



L hbe &y de

Sekil 4.11. ELZG-44 izolatimin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi gergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.12. SMSN-61 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.13. TKAT-106 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goériiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: viriis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
igerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.14. EDRN-125 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.15. KRKL-134 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: viriis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi gergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.16. BRSA-148 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.17. CNKL-150 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger

2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢erceve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.18. ESHR-225 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimi (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: viriis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.19. KSTM-281 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)

61



b - 3

Y ryyry

Sekil 4.20. ADPZ-291 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.21. KYSR-524 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goériiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger

2 yaprak: virlis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢erceve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.22. KTHY-602 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: viriis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmizi gergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.23. ANKR-617 izolatinin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra N. benthamiana
bitkisinin tekerriirlerinde olusturdugu simptomlar (A) ve saglikli N. benthamiana
bitkisinin genel goriiniimii (B), viriis-inokule edilmeyen yapraklarda olusan iri
sar1 renkli mozayik ve nekrotik lezyonlar (C) ile viriis-inokule edilmis ve inokule
edilmemis yapraklarin durumlari; Soldaki ilk yaprak: viriis-inokule edilmis; diger
2 yaprak: viriis-inokule edilmemis olanlar1 gostermektedir (D) (Kirmiz1 ¢ergeve
icerisine alinan tekerriir, RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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4.7.2. BNYVYV lzlatlari ile inokule Edilen N. benthamiana Bitkilerinde Yiiriitiilen
Molekiiler Calismalardan Elde Edilen Bulgular

Nicotiana benthamiana bitkilerinde molekiiler g¢alismalar iki farkli amag¢ igin
gerceklestirilmistir. Bunlardan birincisi, farkli BNYVYV izolatlar ile ii¢ tekerriirlii
olarak virlis inokulasyonu yapilan bu bitkilerde, yaklasik bir ay sonra gdzlenen
simptomlarin virlis enfeksiyonundan kaynaklanip kaynaklanmadiginin net olarak
ortaya konulabilmesi igindir. Tkinci amag ise; model bir bitki olan N. benthamiana’da
enfeksiyon esnasinda olugan ve BNYVV’nin patojenitesinde rol oynayan diger bazi
onemli proteinlerin (CP, P25, P31 ve P26) genlerinin detayl olarak arastirilmasidir.
Bu amaglarla, bitkinin viriis inokulasyonu yapilmayan {ist yapraklarindan 6érnekleme
yapilmis ve RNA izolasyonu ¢alismalarinda kullanilmistir. Maliyetinin yiliksek olmasi
nedeniyle, RNA izolasyonu ¢alismalari bu izolatlara ait tekerriirlerin tamaminda
gerceklestirilememis, ancak her bir izolata ait birer tekerriir secilerek caligsmalar
yiriitilmiistir. Bu izolatlara ait tekerriirlerin se¢ciminde, ELISA absorbans degerleri
(en yiiksek absorbans degeri) (Cizelge 4. 10) ve bitkide sergiledigi simptomlar goz
ontine alinmustir (Sekil 4. 9- Sekil 4. 23). Ancak, GZNP-27 izolatinda ELISA sonucu
pozitif olarak belirlenen 2. tekerriiriin yanisira, bu deger negatif olan 3. tekerriir de
RNA izolasyonu calismasina dahil edilmistir. Buna gore; incelenen BNYVV

izolatlarinda segilen tekerriirlere ait bilgiler Cizelge 4. 10’da verilmistir.
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Cizelge 4.10. Mekanik olarak BNYVYV ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinden
molekiiler ¢alismalar i¢in se¢ilen BNY VYV izolatlarina ait veriler

) Secilen ELISA Makroskobik
Izolat Adx .. Absorbans Gozlem
Tekerriir . .
Degeri Sonuglarr™*
IGDR-6 3. 0.166 (-) YK, M, NL
GZNP-27 2. 0.386 (+) YK, M, C
3. 0.129 () YK, M
ELZG-44 1. 0.111 () YK, M, NL
SMSN-61 2. 0.097 (-) YK, M, NL
TKAT-106 2. 0.104 (-) YK, M, NL
EDRN-125 2. 0.105 (-) YK, M, NL
KRLR-134 1. 0.150 (-) YK, M
BRSA-148 2. 0.099 (-) YK, M, NL, HC
CNKL-150 3. 0.137 () YK, M, NL, C
ESHR-225 1. 0.119 () YK, M, NL
KSTM-281 2. 0.103 () YK, M, NL
ADPZ-291 3. 0.114 (-) YK, M, NL
KYSR-524 1. 0.105 (-) YK, M, NL, C
KTHY-602 3. 0.107 () YK, M, NL
ANKR-617 3. 0.124 (-) YK, M, C

* HC: Hafif ciicelesme, C: Ciicelesme, M: Mozayik, NL: Nekrotik leke, YK: Yapraklarda kivrilma

RNA izolasyonunu takiben, N. benthamiana bitkilerinde RT-PCR ¢alismalarina
oncelikle projenin konusunu olusturan P31 geninin arastirilmasi ile baslanilmistir.
Nitekim bu bitkide yapraklarda olusan siddetli mozayik, kivrilma ve bitkide ciicelesme
seklindeki "siddetli simptomlarin” BNYVV RNA-4’i tarafindan kodlanan P31
proteini ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Rahim vd, 2007; Wang vd, 2011). P31
geninin ¢ogaltilmasi amaciyla uygulanan RT-PCR ¢alismalari, Superscript I One-Step
RT-PCR System with Platinum Tag DNA Polymerase kiti (Invitrogen) kullanilarak
tek asamali olarak gerceklestirilmistir. Incelenen 16 6rnegin 15’inde P31 genine
spesifik beklenen biiyiikliikte (977 bp) tiriin elde edilmistir. Bununla birlikte; KRLR-
134-1, ESHR-225-1 ve KTHY-602-3 izolatlarinda spesifik banta ilaveten; 500-750 bp
arasinda ve ADPZ-291-3 ve ANKR-617-3 izolatlarinda ise 750-1000 bp arasinda ilave
bir bantin varhig da dikkat cekmistir (Sekil 4. 25C). Ilging olarak, yiiriitiilen bu
calismada, ELISA degeri pozitif olan GZNP-27 izolatinin 2. tekerriiriinde (GZNP-27-
2) bant olusumu gozlenmemis, ancak ELISA degeri negatif olarak saptanan 3.
tekerriirinde (GZNP-27-3) ise P31 genine spesifik 997 bp biiyiikliigiinde tiriin elde
edilmistir (Sekil 4. 24).
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997 bp —>

Sekil 4.24. P31 geninin RT-PCR yontemi ile amplifikasyonu [M: 1Kb DNA Ladder
(Promega), -C: saglikli seker pancar1 (cv. Ansa) kok 6rneginden elde edilen RNA,
6: Aralik-1gdir, 27: Islahiye-Gaziantep, 44: Merkez-Elazig, 61: Vezirkdprii-
Samsun, 134: Babaeski-Kirklareli, 150: Biga-Canakkale illerine ait BNYVV
izolatlarimin  N. benthamiana’ya aktarimi sonrasinda bu bitkinin st
yapraklarindan elde edilen RNA’lar]

Yiiriitiilen RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda, ELISA testi ile viriis enfeksiyonu
tespit edilemeyen (GZNP-27-2 hari¢), N. benthamiana bitkilerinin tamaminin
BNYVV ile enfekteli oldugu saptanmustir. Elde edilen bu sonug, N. benthamiana
bitkilerinde BNYVV enfeksiyonunun arastiriimasinda, ELISA testi ¢alismalarinin
yeterli ve glivenilir olmadigini gostermistir. Bu bitkide BNYVV nin varliginin kesin
olarak saptanabilmesi igin, RT-PCR ¢alismalarinin uygulanmasinin gerekliligi ortaya
konulmustur. Boylelikle, N. benthamiana bitkilerinde rapor edilen simptomlarin
BNYVV enfeksiyonundan kaynaklandigi RT-PCR c¢alismalari ile dogrulanmustir.
Diger bir ifade ile bu ¢aligmada incelenen BNY VYV izolatlarinin tamamina ait P31
geninin, N. benthamiana bitkisinin iist yapraklarinda bulundugu belirlenmistir (Sekil
4. 25C). Farkli tarzda; zayif (mozaik) veya siddetli (mozaik+ciicelesme) simptom
gozlenen N. benthamiana bitkilerinin tamaminda P31 geninin mevcut oldugu
saptanmistir (Sekil 4. 25D).
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1.015 bp

D M MMM MMHMM M M M M M M M Simptomlar
HC HC HC C C HC HC (o4

Sekil 4.25. Nicotiana benthamiana bitkilerinden elde edilen BNYVV izolatlarinda kilif
protein (CP) (A), P25 (B) ve P31 proteinlerinin (C) RT-PCR yontemi ile
arastirilmasi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), 6-3: Aralik-Igdir, 27-3: Islahiye-
Gaziantep, 44-1: Merkez-Elaz1g, 61-2: Vezirkoprii-Samsun, 106-2: Niksar-
Tokat, 125-2: Merkez-Edirne, 134-1: Babaeski-Kirklareli, 148-2: Yenisehir-
Bursa, 150-3: Biga-Canakkale, 225-1: Cifteler-Eskisehir, 281-2: Taskoprii-
Kastamonu, 291-3: Erenler-Adapazari, 524-1: Merkez-Kayseri, 602-3: Simav-
Kiitahya, 617-3: Ayas-Ankara illerine ait BNYVV izolatlari ile inokule edilen N.
benthamiana’nin st yapraklarindan elde edilen RNA’lar], N. benthamiana
bitkilerinde kayit edilen simptomlar (D)

Diger taraftan; N. benthamiana bitkilerinde BNYVV izolatlarinin CP geninin
varligi, RT-PCR c¢aligsmalari ile de aragtirilmistir. Nitekim, serolojik yontemlerden biri
olan ELISA testinde tanilama, viriislerin niikleik asitlerini ¢evreleyen kilif ya da
membran proteinlerine ve onlarin 6zelliklerine dayali olarak yapilmaktadir (Erkan vd,
2011). Nitekim, bu calismada, N. benthamiana bitkisinin viriis inokulasyonu
yapilmayan yapraklarina uygulanan DAS-ELISA testi sonucu; 15 BNYVV izolatina
ait 45 ornegin sadece birinde (GZNP-27-2) pozitif sonu¢ elde edilebilmistir. Bu
amagla, N. bentemiana’ya ait 15 6rnekte 6ncelikle Yontem 3.2.5.2°¢ gore Omniscript
RT enzimi (Qiagen) ile RT asamas1 gerceklestirilmistir. PCR asamasinda ise; Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) enzimi kullanilmigtir. PCR
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iriinlerinin jel goriintiileme cihazinda incelenmesi sonucunda, 6rneklerin 10’unda
(ELZG-44-1, SMSN-61-2, TKAT-106-2, ESHR-125-2, KRLR-134-1, BRSA-148-2,
ESHR-225-1, ADPZ- 291-3, KTHY-602-3 ve ANKR-617-3) bu bolgeye spesifik 567
bp biiylikliigiinde bant elde edilmistir (Sekil 4. 25A). Bu bitkideki sistemik viriis
enfeksiyonun olusumunda BNYVV’nin genom segmentlerinden RNA-1 ve RNA-2’ye
ihtiyag oldugu bildirilmesine ragmen (Tamada, 2016), bes ornekte ise (IGDR-6-3,
GZNP-27-3, CNKL-150-3, KSTM-281-2 ve KYSR-524-1) BNYVV’nin RNA-2’si
tarafindan kodlanan CP bolgesi ¢ogaltilamamistir (Sekil 4. 25A). Bununla birlikte,
ELISA testi ile viriisiin varligi belirlenemeyen 10 6rnekte, CP bolgesine spesifik
primerlerin kullanimi ile yiiriitilen RT-PCR g¢alismast sonucu BNYVV tespit

edilmistir.

Ayrica, 15 farkli BNYVV izolat1 ile enfekteli N. benthamiana bitkilerinde,
viriislin patojenitesi ve simptom olusumunda etkili olan RNA-3 tarafindan kodlanan
P25 proteinin bulunma durumu, bu gene spesifik primerler kullanilarak (Acosta-Leal
vd, 2008) (Cizelge 3. 3) tek asamali olarak uygulanan RT-PCR yontemi ile analiz
edilmistir. PCR {irtinlerinin jel goriintiileme cihazinda incelenmesi sonucunda; sadece
Ankara iline ait ANKR-617 izolatinda (ANKR-617-3) bu bolgeye spesifik 1.015 bp
biiytikligiinde bant elde edilmistir. Ancak, N. benthamiana bitkilerinden elde edilen
diger BNYVV izolatlar1 ile enfekteli N. benthamiana bitkilerinde viriis gogalmasi
esnasinda, incelenen izolatlarin 14’tinde (% 93.3) BNYVV’nin RNA-3’ii tarafindan
kodlanan P25 protein bolgesi ¢ogaltilamamistir (Sekil 4. 25B).

Ilave olarak, yedi farkl1 BNYVYV izolat: (IGDR-6-3, EDRN-125-2, BRSA-148-
2, KSTM-281-2, ADPZ-291-3, KYSR-524-1 ve KTHY-602-3) ile enfekteli N.
benthamiana’ya ait 6rneklerde, BNYVV’nin patojenitesinde rol oynayan ve RNA-5
tizerinde yer alan P26 proteini, gen spesifik primerler kullanilarak tek asamali RT-PCR
yontemi ile aragtirilmistir. Diger sekiz izolatta ise, daha 6nce yiiriitiilen ¢aligmalar ile
RNA-5’in olmadigi bilindiginden, RT-PCR ¢alismalarina dahil edilmemistir. Analiz
edilen yedi izolatin, dordiinde (IGDR-6-3, EDRN-125-2, KSTM-281-2 ve KTHY-
602-3) bu bolgeye spesifik 885 bp biiylikliigiinde zayif bant olusumu tespit edilmistir
(Sekil 4. 26)
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Sekil 4.26. N. benthamiana bitkilerine inokule edilen BNYVV izolatlarinda P26 geninin RT-
PCR yontemi ile arastirilmasi [M: 1Kb DNA Ladder (Promega), -C: saglikli seker
pancart (cv. Ansa) kok orneginden elde edilen RNA, 6: Aralik-Igdir, 125:
Merkez-Edirne, 148: Yenisehir-Bursa, 281: Tagkoprii-Kastamonu, 291: Erenler-
Adapazari, 524: Merkez-Kayseri, 602: Simav-Kiitahya illerine ait inokule edilen
N. Benthamiana’nin iist yapraklarindan elde edilen RNA’lar]

Yiriitilen bu ¢alisma sonucunda, farkli BNYVYV izolatlarimin N. benthamiana
bitkilerine ilk aktarimini takiben, bu bitkinin iist yapraklarindan izole edilen toplam
RNA o6rneklerinde; BNYVV’nin genom segmentlerinden RNA-2 (CP), RNA-3 (P25),
RNA-4 (P31) ve RNA-5 (P26)’in bulunma durumlari toplu olarak Cizelge 4. 11°de

sunulmustur.

Cizelge 4.11. Nicotiana benthamiana bitkilerinden izole edilen BNYVYV izolatlarinda genom
segmentlerinden RNA-2 (CP), RNA-3 (P25), RNA-4 (P31) ve RNA-5 (P26)’in
bulunma durumlari

BNYVV iZOLATLARI

IGDR-6-3
GZNP-27-3
ELZG-44-1
SMSN-61-2
TKAT-106-2
EDRN-125-2
KRLR-134-1
BRSA-148-2
CNKL-150-3
ESHR-225-1
KSTM-281-2
ADPZ-291-3
KYSR-524-1
KTHY-602-3
ANKR-617-3

GEN
cP -

1
+
+
+
+
+
+
1
+
1
+
1
+
+

P25 - - - - -

1
1
1
1
1
1
1
1
1
+

P31  + + + + + 3 3 3 3 + + + + + +

P26 + * * * * + * - * * + - - + *

*Wild tip arazi izolatlar1t BNYVV RNA-5’i icermemesi nedeniyle, bu 6rneklerde RNA-5’in bulunma durumu
arastirilmamugtir.
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4.7.3. BNYVYV lzlatlari ile inokule Edilen Nicotiana benthamiana Bitkilerinde P31

Proteininin Baz ve Amino Asit Dizisi Analiz Sonuclar:

Onbes BNYVV izolatinin N. benthamiana bitkilerine mekanik inokulasyonlari
sonrasi, bu izolatlarin cografik orjinleri ve bitkilerde olusturduklart simptomlar
dikkate alinarak, bunlardan besi (GZNP-44-1, BRSA148-2, CNKL-150-3, KYSR-
524-1 ve ANKR-617-3) secilmistir. Elazig ilinden elde edilen ELZG-44-1 izolat1 ile
inokule edilen bitkilerin iist yapraklarinda kivrilma, mozayik ve nekrotik leke; Bursa
ili pancar tiretim alanlarina ait BRSA-148-2 izolati ile inokule edilen bitkilerde ise
hafif ciicelesme ile birlikte, yapraklarda kivrilma, mozayik ve nekrotik leke belirtileri
gozlenmistir. CNKL-150-3 (Canakkale) ve KYSR-524-1 (Kayseri) izolatlar1 ile
enfekteli N. benthamiana bitkilerinde belirgin ciicelesme, yapraklarda kivrilma,
mozayik ve nekrotik leke tarzi simptomlar tespit edilmistir. Bir diger segilen izolat
olan ANKR-617-3 (Ankara) ile enfekteli bitkide ise ciicelesme, iist yapraklarda
kivrilma ve mozayik seklinde belirtiler gézlenmistir (Cizelge 4. 10). Daha sonra,
secilen bu izolatlarin P31 gen bolgeleri RT-PCR ile ¢ogaltilmis ve elde edilen PCR
tirtinleri sekans hizmeti veren bir firmaya (Genoks, Ankara) gonderilmistir. Sekans
analizi sonrasinda ‘Codon Code Aligner’ programi kullanilarak BNYVV izolatlarinin
RNA-4’line ait ileri ve geri yonde elde edilen ham sekans verileri hizalanmis ve
konsensus diziler elde edilmistir. Bu konsensus niikleotit dizilerinden izolatlara ait aa
dizileri elde edilmistir (EK-4).

Nicotiana benthamiana bitkilerinden elde edilen bes BNYVV izolatinin RNA-
4’linlin sekans analizi yapilan bolgenin uzunlugu yaklasik 849 baz kadar olup P31
geninin tamamini igermektedir (EK-3). N. benthamiana ve tuzak bitki (seker pancari)
koklerinden elde edilen BNYVYV izolatlarinin aralarindaki genetik benzerliklerin
incelenmesi amaciyla NCBI’daki BLASTn algoritmasi kullanilmistir. Bu ¢alismada;
tuzak bitki testi sonrasi seker pancart koklerinden elde edilen BRSA-148 ve KYSR-
524 izolatlarimin dizileri, N. benthamiana’dan izole edilen BRSA-148-2 ve KYSR-
524-1 izolatlarimin dizileri ile niikleotit diizeyinde % 100 benzer olduklar
belirlenmistir. Ayrica Seker pancart ELZG-44, CNKL-150 ve ANKR-617 izolatlarinin
dizileri ile Nicotiana benthamiana ELZG-44-1, CNKL-150-3 ve ANKR-617-3
izolatlarinin dizilerinin niikleotit diizeyinde % 99.88 oraninda benzer olduklarn

saptanmigtir (Cizelge 4. 12).
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izelge 4.12. Seker pancari tuzak bitki kokleri (seker pancari) ve N. benthamiana bitkilerinin iist yapraklarindan izole edilen izolatlarinin
izelge 4.12. Seker p k bitki kokleri (seker p N. benth bitkil yapraklarind le edilen BNYVV izolatl P31
proteinine gore niikleotit diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlar

izolat Adx izole Edildigi Bitki | No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ELZG-44 Seker pancari 1 * 99.88 99.88 99.88 99.76 99.88 99.88 99.88 99.76  99.88
ELZG-44-1 N. benthamiana 2 99.88 * 100 100 99.88 100 100 100 99.88 100
BRSA-148 Seker pancari 3 99.88 100 * 100 99.88 100 100 100 99.88 100
BRSA-148-2  N. benthamiana 4 99.88 100 100 * 99.88 100 100 100 99.88 100
CNKL-150 Seker pancari 5 99.76 99.88 99.88 99.88 * 99.88 99.88 99.88 99.76  99.88
CNKL-150-3  N. benthamiana 6 99.88 100 100 100 99.88 * 100 100 99.88 100
KYSR-524 Seker pancari 7 99.88 100 100 100 99.88 100 * 100 99.88 100
KYSR-524-1  N. benthamiana 8 99.88 100 100 100 99.88 100 100 * 99.88 100
ANKR-617 Seker pancari 9 99.76 99.88 99.88 99.88 99.76 99.88 99.88 99.88 * 99.88
ANKR-617-3  N. benthamiana 10 99.88 100 100 100 99.88 100 100 100 99.88 *
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Cizelge 4. 13 incelendiginde; seker pancar1 koklerinden elde edilen ELZG-44
izolatinda 592. pozisyonda yer alan Timin (T) yerine, N. benthamiana’dan izole edilen
ELZG-44-1 izolatinda Adenin (A) seklinde tek niikletitte degisimin oldugu
saptanmistir. CNKL-150 izolatinda ise 710. pozisyondaki T’in, CNKL-150-3’de A
olarak degistigi goriilmiistiir. ANKR-617 izolatinda ise, 419. pozisyonda yer alan T
yerine, ANKR-617-3 izolatinda Sitozinin (C) bulundugu tespit edilmistir. BRSA-148
ve KYSR-524 izolatlarinda ise gerek tuzak bitki koklerinden izole edilen ornekler ile
gerekse bu izolatlarin N. benthamina’ya aktarimindan sonra elde edilen BRSA-148-2
ve KYSR-524-1’de P31 genine ait bolgedeki baz dizilerinde herhangi bir degisimin
olmadig saptanmustir. Ote yandan, niikleotitlerdeki bu degisimin bitkilerde kayit

edilen simptom tipleri ile iliskisinin olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4. 13).

Cizelge 4.13. Seker pancari tuzak bitki kokleri ve N. benthamiana bitkilerinin st
yapraklarindan izole edilen BNYVV izolatlarinin P31 gen bolgesinde farklilik
belirlenen niikleotit pozisyonlari

. R Niikleotit Pozisyon
. ] 1zole Edildigi Numarasi
Izolat Adx 1zole Edildigi Bitki Bitkide Olusan

Simptom* 419 592 710

ELZG-44 Seker pancari N C T A
ELZG-44-1 N. benthamiana YK, M, NL C A A
BRSA-148 Seker pancari N C A A
BRSA-148-2 N. benthamiana YK, M, NL C A A
CNKL-150 Seker pancari C, K C A T
CNKL-150-3 N. benthamiana YK, M, NL, HC C A A
KYSR-524 Seker pancari N C A A
KYSR-524-1 N. benthamiana YK, M, NL, C C A A
ANKR-617 Seker pancari N T A A
ANKR-617-3 N. benthamiana YK, M, C C A A

*N: Normal Bitki Gelisimi, KL: Klorotik Leke, NL: Nekrotik Leke, B: Yapraklarda Bombe Olusumu, C:
Ciicelesme, HC: Hafif Ciicelesme

Bu izolatlarda aa yoniinden degisim irdelendiginde ise, yukarida bahsedilen
pozisyonlardaki niiklotitlerde olusan degisim bu noktalarda yer alan aa’lerde de

degisimin olusmasina sebep olmustur (EK-4; Cizelge 4. 14).
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Cizelge 4.14. Seker pancar1 tuzak bitki kokleri ve N. benthamiana bitkilerinin st
yapraklarindan izole edilen BNYVV izolatlarimin P31 gen bolgesinde farklilik
belirlenen amino asit pozisyonlari

izole Edildigi  izole Edildigi Bitkide /N0 Asit Pozisyon

Izolat Adx . . M Numarasi
Bitki Olusan Simptom 140 198 237
ELZG-44 Seker pancari N A F D
ELZG-44-1 N. benthamiana YK, M, NL A I D
BRSA-148 Seker pancari N A I D
BRSA-148-2 N. benthamiana YK, M, NL A I D
CNKL-150 Seker pancari C, K A I Vv
CNKL-150-3 N. benthamiana YK, M, NL, HC A I D
KYSR-524 Seker pancari N A I D
KYSR-524-1 N. benthamiana YK, M, NL, C A I D
ANKR-617 Seker pancari N \% I D
ANKR-617-3 N. benthamiana YK, M, C A I D

*N: Normal Bitki Geligimi, KL: Klorotik Leke, NL: Nekrotik Leke, B: Yapraklarda Bombe Olusumu, C:
Ciicelesme, HC: Hafif Ciicelesme

N. benthamiana ve tuzak bitki koklerinden elde edilen BNYVV izolatlarinin
aralarindaki genetik benzerliklerin arastirilmasi amactyla NCBI’daki BLASTp analizi
uygulanmistir. Bu ¢alismada; tuzak bitki kdklerinden elde edilen BRSA-148, CNKL-
150 ve KYSR-524 izolatlarinin, N. benthamiana’dan izole edilen BRSA-148-2,
CNKL-150-3 ve KYSR-524-1 izolatlar1 ile aa bakimindan % 100 benzer olduklar
belirlenmistir. ELZG-44 ve ANKR-617 izolatlar1 ile ELZG-44-1 ve ANKR-617-3
izolatlar1 ise bahsedildigi siraya gore birbirleri ile aa bakimindan % 99.65 oraninda

benzer olduklar saptanmustir (Cizelge 4. 15).
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Cizelge 4.15. Seker pancari tuzak bitki kokleri ve N. benthamiana bitkilerinin tist yapraklarindan izole edilen BNYVV izolatlarinin P31 proteinine gore amino
asit diizeyinde gostermis olduklar1 benzerlik oranlari

izolat Adx izole Edildigi Bitki No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ELZG-44 Seker pancari 1 * 99.65 99.65  99.65 99.29 9965 9965 99.65  99.29  99.65
ELZG-44-1 N. benthamiana 2 99.65 * 100 100 99.65 100 100 100 99.65 100
BRSA-148 Seker pancari 3 99.65 100 * 100 99.65 100 100 100 99.65 100
BRSA-148-2 N. benthamiana 4 99.65 100 100 * 99.65 100 100 100 99.65 100
CNKL-150 Seker pancari 5 99.29  99.65 99.65  99.65 * 100 9965 9965 9929  99.65
CNKL-150-3 N. benthamiana 6 99.65 100 100 100 100 * 100 100 99.65 100
KYSR-524 Seker pancari 7 99.65 100 100 100 99.65 100 * 100 99.65 100
KYSR-524-1 N. benthamiana 8 99.65 100 100 100 99.65 100 100 * 99.65 100
ANKR-617 Seker pancari 9 99.29  99.65 99.65  99.65 99.29 9965 99.65  99.65 * 99.65
ANKR-617-3 N. benthamiana 10 99.65 100 100 100 99.65 100 100 100 99.65 *
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4.7.4. N. benthamiana’dan elde edilen BNYVV izolatlarmmin N. benthamiana
Bitkilerine Ikinci Aktarin Sonucu Elde Edilen Bulgular

Onbes BNYVYV izolatinin mekaniksel inokulasyon yontemi ile N. benthamiana
bitkilerine ilk aktarimini takiben 30 giin sonra, bu bitkilerin iist yapraklarinin bir kismi1
ayrilarak, ayr1 ayn etiketlenip -80°C’deki derin dondurucuda muhafaza edilmistir.
Daha sonra, bu 6rnekler virtis inokulumu olarak kullanilarak, 2. kez N. benthamiana
bitkilerine Yontem 3.2.5’de belirtildigi sekilde viriis aktarimi gerceklestirilmistir. Bu
calismada, yeterli sayida inokulasyona uygun bitki elde edilemedigi igin, her bir izolat
igin tek tekerriir uygulanabilmistir. Viriis inokulasyonunu takiben bitkiler dort hafta
stire ile izlenmis ve bu siirede olusan simptomlar kayit edilmistir (Cizelge 4. 16). Bu
slire sonunda, her bir bitkide olusan simptomlarin fotograflari ¢ekilmistir (Sekil 4. 27-
Sekil 4. 41).

Farkli BNY VYV izolatlari ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinde olusan
sistemik simptomlar incelendiginde; bu bitkilerin tamiminin yapraklarinda kivrilma
oldugu gorilmistiir (Sekil 4. 27- Sekil 4. 41). Bu belirtiye ilave olarak, 10 BNYVV
izolati (IGDR-6-3, GZNP-27-3, ELZG-44-1, TKAT-106-2, EDRN-125-2, KRLR-
134-1, BRSA-148-2, ESHR-225-1, KSTM-281-2 ve KYSR-524-1) ile inokule edilen
bitkilerde ise ciicelesmenin de oldugu dikkat ¢ekmistir. Diger bes 6rnekte (SMSN-61-
2, CNKL-150-3, ADPZ-291-3, KTHY-602-3 ve ANKR-617-3) ise ciicelesme
gbzlenmemistir. Hafif mozayik simptomu ise sadece ii¢ 6rnekte (SMSN-61-2, KSTM-
281-2 ve ADPZ-291-3) tespit edilmistir (Sekil 4. 27- Sekil 4. 41).

Daha sonra ise, bu bitkilerde olusan belirtilerin BNYVV enfeksiyonundan
kaynaklanip kaynaklanmadigini teyit etmek amaciyla bitkilerin viriis inokule edilen
ve edilmeyen 1’er yapragi alinarak, oncelikle ELISA yontemi ile test edilmistir
(Cizelge 4. 16). Uygulanan ELISA testi sonucunda, 2. aktarim sonrast N.
benthamiana’da BNYVV enfeksiyonu sadece GZNP-27-3 izolati ile inokule edilen
yaprakta ve ANKR-617-3 izolat1 ile inokule edilen bitkinin iist yapraklarinda tespit
edilmistir (Cizelge 4. 16).
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Cizelge 4.16. N. benthamiana’dan elde edilen BNY VYV izolatlarinin N. benthamiana’ya ikinci
aktarimi sonucu test bitkilerinde gézlenen simptomlar ve ELISA testi sonuglar

Viriis-inokulasyonu

Virils-inokuleli yaprak yapilmayan iist yapraklar Bitkinin

izolat Ad ELISA ELISA Genel
Simptom* Absorbans  Simptom*  Absorbans  Goriiniimii*
Degeri** Degeri**

IGDR-6-3 YK, YUDRA 0.168 (-) YK 0.145 (-) YK, C
GZNP-27-3 YK, YUIKLL 0.266 (+) YK 0.093 (-) YK, HC
ELZG-44-1 YK, YDB 0.090 (-) YK 0.173 (-) YK, AC
SMSN-61-1 YK, UKLL 0.089 (-) YK, HM 0.087 (-) YK, HM
TKAT-106-2 YK, KLL 0.117 (-) YK 0.090 (-) YK, AC
EDRN-125-2 YK 0.086 (-) YK 0.101 (-) YK, AC
KRLR-134-1 YK, KLL 0.086 (-) YK 0.091 (-) YK, C
BRSA-148-2 YK 0.095 (-) YK 0.089 (-) YK, C
CNKL-150-3 YK 0.088 (-) YK 0.099 (-) YK
ESHR-225-1 YK 0.087 (-) YK 0.091 (-) YK, HC
KSTM-281-2 YK, HM, DRA 0.103 (-) YK, HM 0.090 (-) C,HM
ADPZ-291-3 YK, HM, DB 0.087 (-) YK, HM 0.097 (-) YK, HM
KYSR-524-1 YK, IKLL 0.091 (-) YK 0.094 (-) YK, AC
KTHY-602-3 YK, HM 0.102 (-) HK 0.084 (-) YK
ANKR-617-3 YK, HM 0.108 (-) YK 0.260 (+) YK
-C (N. benthamiana) 0.101 0.101 N

*: YK: Yapraklarda Kivrilma, YDB: Yaprak Damarlarinda Belirginlesme, YUDRA: Yaprak Ucunda Damarlarda
Renk Agilimi, YUIKLL: Yaprak Ucunda Iri Klorotik Lokal Lezyon, UKLL: Ufak Klorotik Lokal Leke, HM: Hafif
Mozayik, N: Normal Bitki Gelisimi, C: Ciicelesme, AC: Asir1 ciiclesme, HC: Hafif Ciicelesme

** : Mekanik inokulsayon sonrasinda uygulanan ELISA testinde 2 h’lik substrat inkubasyonu sonucu elde edilen
ELISA degeri ortalamalari; + = N. benthemiana negatif kontroliin 2 katindan fazla olan ELISA absorbans degerleri
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IGDR-6-3

r

Sekil 4.27. IGDR-6-3 izolatimin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucunda bu
bitkide olusan ciicelesme (A) ile viriis-inokule edilen yaprak ucunda olusan
damarda belirginlesme belirtilerinin gériiniimii (B)

B e

GZNP-27-3
—

Sekil 4.28. GZNP-27-3 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucunda bu
bitkide olusan hafif ciicelesme (A) ile viriis-inokule edilen yapraklarda olusan
bombe ve yaprak ucunda olusan iri klorotik lekelerin goriiniimii (B) (Kirmizi
cerceve igerisine bitki RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)
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Sekil 4.29. ELZG-44-1 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucunda bu
bitkide olusan belirgin ciicelesme (A) ile viriis-inokule edilen yapraklarda olusan
bombe ve yaprak damarlarinda olusan belirginlesme ve klorotik lekelerin
goriinimii (B)

SMSN-61-1

Sekil 4.30. SMSN 61-1 izolatimin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkinin yapraklarinda olugan kivrilma (A) ile bazi yapraklarda gézlenen klorotik
lekeler (B)
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TKAT-106-2

Sekil 4.31. TKAT-106-2 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan belirgin ciicelesme (A) ile viriis-inokule edilen yapraklarda olusan
klorotik lekelerin goriiniimii (B)

-,
~

A
EDRN-125-2

Sekil 4.32. EDRN-125-2 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan belirgin ciicelesme belirtisinin goriinimii
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.c ™ KRLR-134-1 B

Sekil 4.33. KRLR-134-1 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan clicelesme (A) ile virtis-inokule edilen yapraklarda olusan klorotik
lokal lezyonlarin goriiniimii (B)

BRSA 148-2

Sekil 4.34. BRSA-148-2 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan ciicelesmenin goriiniimii
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CNKL-150-3

Sekil 4.35. CNKL-150-3 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkinin genel goriinimii

Sekil 4.36. ESHR-225-1 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan hafif ciicelesme belirtisinin goriiniimii
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-C KSTM-281-2

Sekil 4.37. KSTM-281-2 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu

bitkide olusan ciicelesme (A) ile viriis-inokulasyonu yapilmayan alt yapraklarda
olusan hafif mozaik ve damarlarda renk agilim1 belirtisinin goriiniimii (B)

Sekil 4.38. ADPZ-291-3 izolatmin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkinin genel goriiniimii (A) ile viriis-inokulasyonu yapilmayan alt yapraklarda

olusan belirgin kivrilma, hafif mozaik ve damarlarda renk agilimi belirtisinin
gbriiniimii (B)
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Sekil 4.39. KYSR-524-1 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkide olusan belirgin ciicelesme (A) ile virlis-inokulasyonu yapilmayan alt
yapraklarda olusan belirgin ice bombe, damarlarda renk agilimi ve olusan
klorotik alanlarin goriiniimii (B) (Kirmizi ¢ergeve igerisine bitki RNA izolasyonu
yapilan 6rnegi ifade etmektedir)

3 40 y
T \
3 )
7 )

'KTHY-602-3

B

Sekil 4.40. KTHY-602-3 izolatinin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkinin genel gériiniimii (A) ile viriis-inokulasyonu yapilmayan alt yapraklarda
olusan hafif kloroz ve mozaik belirtisinin goriiniimii (B)
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Sekil 4.41. ANKR-617-3 izolatimin Nicotiana benthamiana’ya ikinci aktarimi sonucu bu
bitkinin genel goriiniimii (A) ile viriis-inokulasyonu yapilmayan alt yapraklarda
olusan hafif kloroz ve bombe belirtisinin goriiniimii (B) (Kirmiz1 gergeve
icerisine bitki RNA izolasyonu yapilan 6rnegi ifade etmektedir)

BNYVYV izolatlarmin N. benthamiana bitkilerine 1. ve II. aktarimi sonucunda
olusan simptomlar kiyaslandiginda; I. aktarimi takiben incelenen Orneklerin
tamaminda iist yapraklarda ¢arpict mozayik simptomunun olusumu dikkat ¢cekmesine
ragmen, II. aktarim sonrasinda ise genellikle incelenen 6rneklerin biiyiik bir kisminda
belirgin bir ciicelesmenin oldugu goriilmiistiir. Bu bitkilere ait bitki boyu parametresi
ile ilgili gozlem sonuglari kiyaslamali olarak Cizelge 4. 17°de sunulmustur. Buna gore;
N. benthamiana’ya IGDR-6-3, ELZG-44-1, TKAT-106-2, EDRN-125-2 ve KSTM-
281-2 izolatlarinin ilk aktarimlar1 sonrasinda (1 ay sonra), saglikli kontrol ile
kiyaslandiginda bitki boylarinda herhangi bir farkliligin olmadig1 goriilmiistiir. Ancak,
II. aktarimii takiben (1 ay sonra) N. benthamiana bitkilerinde belirgin bir
clicelesmenin olustugu saptanmistir. SMSN-61-1, ADPZ-291-3 ve KTHY-602-3
izolatlarinin ise her iki inokulasyonunda da N. benthamiana bitkilerinin boyunda bir
degisim tespit edilmemis, bitkiler saglikli kontrole benzer bir gelisim gostermislerdir.
KRKL-134-1, BRSA-148-2, ESHR-225-1 ve KY SR-524-1 izolatlar1 ile inokule edilen
N. benthamiana bitkileri ise hem I. aktarim, hem de II. aktarim sonrasi degisen
oranlarda ciicelik belirtisi sergilemiglerdir. Enteresan olarak, CNKL-150-3 ve ANKR-
617-3 izolatlar1 ile inokule edilenlerde ise, I. aktarim sonrasi cilicelesme simptomu

goriilmesine ragmen, II. aktarimi takiben N. benthamiana bitkilerinin saglikli kontrole
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benzer gelisim sergiledigi goriilmiis ve bu bitkilerde herhangi bir ciicelesmenin

olmadigi tespit edilmistir (Cizelge 4. 17).

Cizelge 4.17. BNYVYV izolatlarinin N. benthamiana bitkilerine 1. ve II. aktarimlari sonucu
bitki boyunda g6zlenen farkliliklarin kiyaslanmasi

N. benthamiana Bitkilerinin Genel Goriniimleri**

izolat Ad
. Aktarim 1. Aktarim

IGDR-6-3 N C
GZNP-27-3* N HC
ELZG-44-1 N AC
SMSN-61-1 N N
TKAT-106-2 N AC
EDRN-125-2 N AC
KRLR-134-1 HC C
BRSA-148-2 HC C
CNKL-150-3 C N
ESHR-225-1 HC HC
KSTM-281-2 N C
ADPZ-291-3 N N
KYSR-524-1* HC AC
KTHY-602-3 N N
ANKR-617-3* C N

*: Molekiiler ¢caligmalar i¢in segilen 6rnekleri ifade etmektedir.
** N: Normal Bitki Gelisimi, HC: Hafif Ciicelesme, C: Ciicelesme, AC: Asir1 Ciicelesme

4.7.4.1. N. benthamiana’dan elde edilen BNYVYV izolatlarmm N. benthamiana
Bitkilerine Ikinci Aktarinn Sonucu Molekiiler Cahsmalardan Elde Edilen

Bulgular

Nicotiana benthamiana bitkilerine ikinci kez BNYVV izolatlarinin aktarimi
sonrasinda, maliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle, RNA izolasyonu c¢alismalari 15
ornegin tamaminda gerceklestirilememistir. Orneklerin seciminde; N. benthamiana
bitkilerine her iki viriis aktarimi sonucunda bitki boyu parametresinde belirlenen
farkliliklar (hafif ciicelesme, cilicelesme ve normal bitki gelisimi seklinde) gbzoniine
alimmustir (Cizelge 4. 17). Bu gruplandirmaya gore; sadece tic BNYVV izolati (GZNP-
27-3, KYSR-524-1 ve ANKR-617-3) ile inokule edilen N. benthamiana bitkileri
secilmis ve bu bitkilerin viriis inokulasyonu yapilmayan {ist yapraklari alinarak, total
RNA izolasyonu galismalar1 gergeklestirilmistir. Takiben, bu izolatlara ait P31 geninin

cogaltilmasi amaciyla RT-PCR ¢alismalari, Superscript I One-Step RT-PCR System
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with Platinum Taq DNA Polymerase kiti (Invitrogen) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Incelenen ii¢ 6rnegin hicbirisinde P31 genine spesifik beklenen biiyiikliikte (977 bp)
bant elde edilememistir (Sekil 4. 42).

M 273 5241 617-3

997 D et

Sekil 4.42. P31 geninin RT-PCR yontemi ile amplifikasyonu [M: 1Kb DNA Ladder
(Promega), 27-3:Gaziantep, 524-1: Kayseri, 617-3: Ankara illerine ait BNYVV
izolatlarinin inokulasyonu sonrasi N. benthamiana bitkilerinin tist yapraklarindan
elde edilen RNA’lar]

4.7.5. BNYVYV lzlatlan ile inokule Edilen Spinacia oleraceae ve Beta vulgaris
Bitkileri ile Yiiriitiilen Biyolojik Calismalardan Elde Edilen Bulgular

Onbes BNYVYV izolatinin; Spinacia oleaceae nin iki ¢esidi (cv. Rick Zwan ve cv.
Nebraska) ve Beta vulgaris (cv. Ansa-BNYVV’ye hassas)’e mekanik olarak
inokulasyonundan doért hafta sonra; bu bitkilerin st yapraklarinda bombelesme,
nekrotik leke, kloroz, ciicelik ile viriis-inokule edilen alt yapraklarinda ise kuruma
seklinde simptomlar gézlenmistir (Cizelge 4. 18). Ancak, her iki tiirde de gozlenen bu
belirtilere ragmen, uygulanan ELISA testi sonucunda; sadece BRSA-148 izolat1 ile
inokule edilen S. oleraceae cv. Rick Zwan bitkisinde BNYVV’nin ELISA absorbans
degerinin pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 4. 18; Sekil 4. 43).
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Cizelge 4.18. BNYVYV izolatlarin S. oleraceae ve B. vulgaris bitkilerinde olusturdugu
simptomlar ve ELISA testi sonuglari

S. oleraceae B. vulgaris

) cv. Rick Zwan cv. Nebraska cv. Ansa
I1zolat Ada

Makroskobik ELISA Makroskobik ELISA Makroskobik ELISA

Simptom* Abs9 rpans Simptom* Abs? rpans Simptom* Abs9 rpans
Degeri** Degeri** Degeri**

IGDR-6 B 0.336 (-) NL, B 0.356 (-) HK, B 0.330 ()
GZNP-27 NL, B 0.366 (-) NL, B 0.378 (-) N, B 0.342 ()
ELZG-44 NL, B 0.463 (-) B 0.368 (-) K, B 0.354 (-)
SMSN-61 NL, B 0.352 (-) NL, B 0.316 (-) B 0.327 ()
TKAT-106 NL, B 0.445 (-) NL, B 0.422 (-) B 0.296 (-)
EDRN-125 K, B 0.396 (-) NL, B 0.298 (-) B 0.455 (-)
KRLR-134 NL, K, B 0.397 (-) NL, B 0.523 () K 0.374 (-)
BRSA-148 C,NL,B 3.593 (+) NL, K, B 0.555 (-) K, B 0.356 (-)
CNKL-150 NL, B 0.392 (-) NL, B 0.502 (-) K, B 0.339 ()
ESHR-225 NL, B 0.452 (-) M, BO 0.288 (-) K, B 0.353 (-)
KSTM-281 HK, B 0.350 (-) NL, B 0.311 () K, B 0.355 (-)
ADPZ-291 HKL, B 0.319 () HNL, B 0.404 (-) HK 0.304 (-)
KYSR-524 NL, B 0.463 (-) NL, B 0.355 (-) K, B 0.352 ()
KTHY-602 K,B 0.413 (-) K, B 0.398 (-) K, B 0.339 (-)
ANKR-617 K, B 0.382 (-) K, B 0.340 (-) 0.328 (-)
-NK (Bioreba) 0.307 0.307 0.307

*: YK: Yaprakta kuruma, B: Bombelesme, C: Ciicelesme, K: Kloroz, HK: Hafif kloroz, N: Nekroz, M:
Mozaik, NL: Nekrotik leke, HNL: Hafif nekrotik leke, HKL: Hafif klorotik leke, BO: Bitki 6liimii

*%-

Mekanik inokulsayondan bir ay sonra uygulanan ELISA testinde 2 h’lik substrat inkubasyonu

sonucu elde edilen ELISA degeri ortalamalari; + = bioraba negatif kontroliin 2 katindan daha fazla olan
ELISA absorbans degerini; -: BNY VYV negatif 6rnekleri ifade etmektedir
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Sekil 4.43. BRSA-148 izolatin mekanik inokulasyonundan 4 hafta sonra S. oleraceae cv. Rick
Zwan bitkisinin tist yapraklarinda olusturdugu bombe (A) ile bazi {ist yapraklarda
gbzlenen nekrotik lokal lekeler (B)

Sonug olarak; uygulan ELISA testi sonuglarina goére, incelenen 15 BNYVV
izolatinin biri hari¢ (BRSA-148 izolat1) sistemik konukcu olan 1spanakta, izolatlarmn

tamaminin ise seker pancarinda sistemik enfeksiyon olusturmadigi goriilmiistiir.

90



5. TARTISMA

Bu tez calismasinda; Tiirkiye’nin degisik lokasyonlarina ait seker pancari liretim
alanlarindan daha onceki bir ¢alisma ile elde edilmis olan (Kutluk Yilmaz vd, 2016a),
15 farkli BNYVV izolati kullanilarak, tuzak bitki testi sonrasinda (cv. Ansa-
rhizomania’ya hassas seker pancari) bu bitkilerin kdklerinde BNYVV’nin vektorii P.
betae’ya ait dinlenme spor yapilarinin varligi; hem mikroskobik ve hem de molekiiler
yontemlerle arastirllmistir. Bu ¢alismada, kok boyamasi c¢aligmalarini takiben, 1s1k
mikroskop ile BNYVV’nin vektorii olan P. betae’ya ait dinlenme spor yapilari
incelenen orneklerin tamaminda tespit edilmistir. Nitekim, 1990’1arin baslarina kadar
bu yontem koklerde P. betae’nin tespiti i¢in yaygin olarak kullanilmistir (Peltier vd,
2008). Molekiiler ve serolojik teknikler (DNA problari, PCR, nested PCR, ELISA) ise
P. betae’nin koklerde, hatta toprakta hizli bir sekilde tespitine olanak saglamaktadir
(Mutasa vd, 1996; Ward vd, 2005). Bu calismada, Polymyxa betae’ya spesifik
primerler (Ward ve Adams, 1998) kullanilarak, daha hassas bir test olan RT-PCR
caligmalan ile de kok boyamasi ¢alismasi ile elde edilen sonuglar teyit edilmistir.
Boylece, Polymyxa betae’ya spesifik primerler kullanilarak 15 6rnekte beklenen
biiyiikliikte bant (250 bp) elde edilmistir. Ryasenek vd (2008), koklerde diisiik sayida
sistosori (dinlenme spor yapisi) olmast durumunda, P. betae tarafindan olusturulan
enfeksiyondan emin olmak i¢in, yapilan ¢alismalarda PCR yonteminin kullanilmasinin
uygun olacagini bildirmislerdir. Bu ¢alismada, gerek mikroskobik, gerekse RT-PCR
yontemi kullanilarak her iki yontem ile de koklerde vektor P. betae’nin varligi

belirlenmistir.

Son yillarda yiiriitiilen ¢alismalar BNYVV’nin vektorle tasinmasinda bazi viral
proteinlerin 6zel rollerinin bulundugunu ortaya koymustur. BNYVV CP+RT
(readthrough) bolgesinin tasinma siirecinin  6nemli  bir kismini1  olusturdugu
saptanmigtir. Nitekim, bu bolgenin C-terminal kisminda delesyon (silinme) olusmasi
durumunda viriisiin vektorle tasinamadigi belirlenmistir. Ayrica, RT bolgesinin 553.-
556. pozisyonlarinda yer alan aa’lerde KTER motifinin olmasi durumunda vektorle
tasinmanin gercgeklestigi, ATAR motifi oldugunda ise tasinmanin bloke edildigi tespit
edilmistir (Tamada vd, 1996). BNYVV ile bulasik toprak drneklerinde hassas seker
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pancar ile yiiriitiilen tuzak bitki testi sonrasinda, bitki koklerine uygulanan ELISA
testi ile incelenen oOrneklerin tamaminda BNYVV enfeksiyonu saptanmustir.
Dolayisiyla, tiim o6rneklerde in vitro kosullarda BNYVV’nin vektor P. betae ile
tagindigr tespit edilmistir. Diger taraftan, BNYVV’nin vektorle etkili olarak
taginmasinda RNA-4 {izerinde yer alan P31 proteinin de ©onemli rolii oldugu
bildirilmektedir (Tamada ve Abe, 1989). Bu tez ¢alismasinda, P31 genine spesifik
primerler ile gergeklestirilen RT-PCR ¢alismalar1 sonucunda; incelenen 15 tuzak bitki
orneginin, 10’unda P31 genine spesifik bant elde edilmistir. Diger bes drnekte ise RT-
PCR c¢aligmalar1 tekrarlanmasina ragmen, P31 gen bolgesi ¢ogaltilamamistir. Daha
sonra, Igdir (IGDR-6), Gaziantep (GZNP-27), Elazig (ELZG-44), Samsun (SMSN-
61), Edirne (EDRN-125), Bursa (BRSA-148), Kayseri (KYSR-524), Canakkale
(CNKL-150), Kastamonu (KSTM-281) ve Ankara (ANKR-617) illeri seker pancari
tiretim alanlarindan elde edilen, 10 BNYVYV izolatinin P31 gen bolgesini igeren PCR
tiriinleri, sekans analizi hizmeti veren bir firmaya gonderilmistir. Sekans analizi
sonuglart Mega 7 (Kumar vd, 2016) ve Codon Code Aligner yazilimlar1 kullanilarak
diizenlenmis ve her bir izolat i¢in konsensus niikleotit dizileri elde edilmistir.
Sonrasinda gerceklestirilen BLASTn analizine gore; SMSN-61, EDRN-125, BRSA-
148 ve KYSR-524 izolatlarinin P31 genine gore niikleotit diizeyinde % 100 benzer
olduklar1 belirlenmistir. Diger izolatlarin ise kendi aralarinda niikleotit diizeyinde
birbirleriyle yiiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (% 97.88-% 99.88)
(Cizelge 4. 2). Bu izolatlarin P31 genom bdlgesi Diinya izolatlar1 ile BLASTn analizi
ile niikleotit diizeyinde kiyaslandiginda; Tirkiye izolatlarinin iki ayr1 gruba ayrildigi
goriilmiistiir. ilk grupta yer alan IGDR-6 izolatinin Kazakistan’a ait Kas2 ve Kas3
izolatlariyla en yiiksek genetik benzerlige (% 99.76) sahip oldugu; ikinci grupta yer
alan diger izolatlarin ise en yiiksek benzerligi Italyan izolatlar1 (IV4 ve 112) ile

gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4. 4.).

BNYVV izolatlarinin son taksonik gruplandirilmasi temel alinarak, NCBI’dan
indirilen ve bu ¢alismada elde edilen BNYVYV izolatlarina ait P31 gen bolgesi sekans
verileri kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur. ML dendogrami incelendiginde,
GZNP-27, ELZG-44, SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148, CNKL-150, KSTM-281,
KYSR-524 ve ANKR-617 izolatlarimin Grup III, IGDR-6 izolatinin ise diger
izolatlardan farkli olarak Grup II igerisinde yer aldigi saptanmustir (Sekil 4. 7).
Nitekim, Grup Il igerisinde Fransiz-P ve Cin-B streynlerinin tiyeleri bulunurken, Grup
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111 igerisinde ise italyan streyn grubuna dair BNYVYV izolatlarmin yer aldiklar1 Chiba
vd (2011) tarafindan bildirilmistir. Boylelikle, bu ¢alisma ile ilk kez Tiirkiye BNYVV

izolatlarinin P31 genine gore dahil olduklar1 gruplar ortaya konulmustur.

BNYVV nispeten dar bir konukg¢u c¢evresine sahip olmakla birlikte,
Chenopodiaceae familyasina ait birgok bitki tiirline ilave olarak, Aizoaceae,
Amaranthaceae, Caryophyllaceae ve Solanaceae familyasindan bazi bitki tiirlerine,
bitki 6zsuyunun mekaniksel inokulasyonu yolu ile tasinabilmektedir (Tamada ve
Baba, 1973; Kuszala ve Putz, 1977; Horvath, 1994; Hugo vd, 1996). Virisiin; N.
benthamiana, S. oleracea, Beta macrocarpa, Beta vulgaris subsp. maritima M8
(Tamada, 1975; Tamada, 2002; Tamada, 2007) ve Chenopodium murale (Gilmer,
2016) gibi baz1 konukg¢ularinda sistemik enfeksiyona neden oldugu belirtilmektedir.

Nicotiana benthamiana L., biber, domates, patates ve tiitiinii igeren, tarimsal
acidan 6nemli Solanaceae familyasina ait bir tiirdiir (Bally vd, 2018). Genomu 19
kromozomdan olusmakta olup, atasinin Nicotiana sylvestris oldugu diisiiniilmektedir
(Kelly vd, 2013). Bu tiir, ¢ok sayida viriis tarafindan enfekte edilebildiginden, bitki
virolojisinde en ¢ok kullanilan deneysel konukcudur. Ek olarak, ¢ok cesitli bitki
patojeni organizmalara (bakteri, oomycetes, fungus gibi) da hassas oldugu
bilinmektedir. Ozellikle; savunma sinyali ve dogustan gelen immunite baglaminda
konukgu-patojen arastirmalarinin temel tasi olan bir tiirdiir. Ayrica, genetik olarak
degistirilebilir ve yeniden iiretilebilir. Virlis kaynakli gen susturma ve gecici gen
ifadesi calismalari i¢in uygun bir konukg¢udur. N. benthamiana, 6zellikle protein
lokalizasyonu ve interaksiyonu ya da protein ifadesi (expression) igin bitki bazli
sistemler gerektiren ¢alismalarda, bitki biyolojisinde de hizla popiilerlik kazanmistir
(Goodin vd, 2007). Ayrica, son yillarda N. benthamiana’nin taslak genom dizisinin
ortaya konulmasi, bitki patojen etkilesimlerini arastirmak ve farkli bitki-patojen
ciftleri arasindaki gen ekspresyonunu karsilastirmak igin model bitki olarak roliinii

giiclendirmistir (Goodin vd, 2008; Satoh vd, 2010).

Aragtirmanin bu pargasinda tez konusu calismalan igerisinde yer almamakla
birlikte, oncelikle farkli cografik bolgelerden elde edilen 15 BNYVYV izolatinin N.
benthamiana bitkilerine 1{i¢ tekerriirli olarak mekaniksel inokulasyonlar
gerceklestirilmistir. Bu bitkilerde olusan viriis benzeri simptomlar bir ay boyunca

gozlenmis ve kayit edilmistir. Bu g¢alismada, N. benthamiana bitkilerinin viriis

93



inokulasyonu yapilmayan {iist yapraklarinda gozlenen en yaygin simptomlar;
yapraklarda kivrilma, mozaik ve nekrotik leke ile bitki boyunda kisalma seklinde
olmustur. Nitekim, BNYVV’nin inokulasyonunu takiben 10-12 giin igerisinde, bu
bitkinin iist yapraklarinda asagi dogru kivrilma oldugu, enfekteli bitkilerin ciice kaldig1
ve kivrilan yapraklarin zamanla soldugu bildirilmektedir (Andika vd, 2005).
Inokulasyondan ii¢c hafta sonra ise, yapraklarda siddetli mozaik ile birlikte; sekil
bozuklugunun da olustugu belirtilmekte olup, bu tip belirtiler ‘siddeli simptom’ olarak
adlandirilmaktadir. Diger taraftan, bazen simptomlarin daha hafif seyrettigi ve
bitkilerde ciicelesmenin olmadigi bildirilmekte olup, bu tarz olusumlar ise ‘hafif
simptom’ olarak degerlendirilmektedir (Rahim vd, 2007). Bu ¢alismada, 15 farkli
BNYVV izolatinin inokule edildigi N. benthamiana’ya ait incelenen 45 bitkinin
neredeyse tamaminda yapraklarda mozaik tarzi belirtiler gbézlenmistir. Bununla
birlikte; ciicelesme belirtisi sadece KYSR-524 izolat1 ile inokule edilen N.
benthamiana bitkilerinin tekerriirlerinin tamaminda belirlenmistir. Ayrica, bu belirti
bazi izolatlar (GZNP-27, KRLR-134, BRSA-148, CNKL-150, ESHR-225 ve ANKR-
617) ile inokule edilen bitkilerin yalnizca bir ya da birkag tekerriiriinde gozlenmistir.
IGDR-6, ELZG-44, SMSN-61, TKAT-106, EDRN-125, KSTM-281, ADPZ-291 ve
KTHY-602 izolatlar1 ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinde ise tekerriirlerinin
higbirisinde ciicelesme belirtisi kayit edilmemistir. Bu bitkide olusan BNYVV tarzi
simptomlarin virlis enfeksiyonundan kaynaklandiginin teyit edilmesi amaciyla,
bitkinin st yapraklarina uygulanan ELISA testi sonucunda, sadece GZNP-27 izolat1
ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinin 2. tekerriirinde BNYVV enfeksiyonu
tespit edilmistir. Diger 6rneklerde ise, elde edilen ELISA absorbans degerleri pozitif
sinir olarak belirlenen negatif kontroliin iki kat1 ya da daha ytliksek degere ulasamamis
ve bu sebeple bu orneklerde ELISA yontemi ile BNYVV enfeksiyonu tespit
edilememistir. Serolojik yontemlerden biri olan ELISA testinde tanilama, viriislerin
niikleik asitlerini ¢cevreleyen kilif ya da membran proteinlerine ve onlarin 6zelliklerine
dayali olarak yapilmaktadir (Erkan vd, 2011). Calismamizda, N. benthamiana
bitkilerinde ELISA ile viriisiin tespit edilememesi nedeninin, bu bitkide viral CP’nin
konsantrasyonunun diisiik olmasindan kaynaklanmigs olabilir. Diger taraftan, yiiriitiilen
bir arastirmada, bitki ubikuitinilasyonun’nun (ubiquitinylation), CP-spesifik antikorlar
tarafindan TMV’ nin CP’i {izerindeki 6nemli epitoplarin immiino tespitini nlendigi

bulunmustur (Hamacher vd, 2003). Bu c¢alismada da, N. benthamiana bitkilerinde
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belirgin BNYVV tarzi simptomlar goriilmesine ragmen, bitkide BNYVV CP’nin
ELISA testi ile saptanamamasinin, bu durumdan da kaynaklanmis olabilecegi
distintilmistiir. Nitekim, yiiriitiilen ¢alismada daha sonra, maliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle, bu izolatlara ait tekerriirlerden birer tanesi secilerek, 15 farkli BNYVV
izolat1 ile enfekteli N. benthamiana bitkilerinin virlis inokulasyonu yapilmayan {ist
yapraklarindan RNA izolasyonu yapilmistir. Takiben, CP’e spesifik primer
kullanilarak yiiriitilen RT-PCR c¢aligmalar1 sonucunda incelenen 6rneklerin

10’ununda bu bolgeye spesifik biiyiikliikkte zayif bant elde edilebilmistir (Sekil 4. 25).

Cesitli arastiricilar tarafindan, N. benthamiana ve S. oleracea gibi sistemik
konukgularinda vaskiiler taginma ve lokal lezyon konukgularinda viriisiin replikasyonu
icin BNYVV’nin genom segmentlerinden sadece RNA-1 ve RNA-2’sinin gerekli ve
yeterli oldugu belirtilmektedir (Lauber vd, 1998a; Lauber vd, 1998b; Andika vd, 2005;
Gilmer, 2016). Bununla birlikte, Plasmodiophorid vektorler tarafindan tasinan bitki
viriisleri, laboratuvarda tekrarlanan mekaniksel inokulasyonlarda; genomlarinin bazi
parcalarim kaybedebilmektedirler. Ozellikle; Benyvirus, Furovirus ve Pomovirus
cinslerinde yer alan viriis tiirlerinde RNA-2 tarafindan kodlanan CP+Readthrough
(RT) bolgesinin silinmelere meyilli oldugu bildirilmektedir. Bu silinmelerin Potato
mop top virus (PMTV) ve BNYVV’nin vektorle taginmasini etkiledigi deneysel olarak
gosterilmistir (Adams vd, 2001). Benzer delesyonlar Beet soil-borne virus (BSBV)
(Koenig vd, 1997) ve Beet virus Q (BVQ) (Koenig vd, 1998)’nun RT bélgelerinde de
gozlenmistir. Nitekim, bu ¢alismada, mekanik olarak N. benthamiana’ya 15 BNYVV
izolat1 aktarimi sonrasinda, RT-PCR ile analiz edilen Tiirkiye izolatlarinda BNYVV
RNA-2’si lizerinde yer alan CP bdlgesi, sadece 10 izolatta tespit edilebilmistir (Sekil
4. 25). Incelenen diger bes 6rnekte (IGDR-6-3, GZNP-27-3, CNKL-150-3, KSTM-
281-2 ve KYSR-524-1) ise, BNYVV CP’nin RT-PCR c¢alismalari ile de
belirlenememesi, N. benthemiana o6rneklerinin tamaminda BNYVV CP’nin tespit
edildigini bildiren Rahim vd (2007) ve Wang vd (2011)’nin bulgular ile
uyusmamaktadir. Bununla birlikte, RNA-2 tarafindan kodlanan p75 proteininin
(CP+RT) vektorle tasinma i¢in mutlaka gerekli oldugu bildirilmektedir (Tamada vd,
1996). Bu calismada viriis izolatlar1 mekanik olarak N. benthamiana bitkilerine
tagindigindan, bu durum viriisiin ilk aktarimini takiben bir aylik peryot siiresince viral
CP’nin sentezine ihtiyag duymamasi nedeni ile, CP bdlgesinin silinmesinden
kaynaklanmis olabilir. Bu durumun net olarak ortaya konulabilmesi i¢in, BNYVV
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CP’inin tespit edilemedigi bes izolata ait diger tekerriirlerde de RT-PCR ¢alismalarinin

yiiriitiilerek, elde edilen sonuglarin teyit edilmesi gerekmektedir.

Nicotiana benthamiana bitkilerinde olusan yapraklarda siddetli mozayik,
kivrilma ve bitkide ciicelesme seklindeki siddetli simptomlarin BNYVV RNA-4’i
tarafindan kodlanan P31 proteini ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Rahim vd, 2007,
Wang vd, 2011). Onceki calismalarla uyumlu olarak (Rahim vd, 2007; Wang vd,
2011), bu ¢alismada da, P31 genine spesifik primer kullanilarak yiiriitiillen RT-PCR
calismalar1 sonucunda 15 farklit BNYVYV izolat: ile inokule edilen N. benthamiana
bitkilerinin tamaminda, P31 geninin varlig1 belirlenmistir. Bu sebeple, yiiriitiilen
calismada N. benthamiana bitkilerinde g6zlenen simptomlarin BNYVV enfeksiyonu
sonucu olustugu ve bu simptomlarin P31 geni ile iliskili oldugu kanaatine varilmastir.
Bir diger arastirmada ise, BNYVV Ol11 izolati (RNA-1, RNA-2, RNA-3 ve RNA-4
segmentlerini igeren) ile inokule edilen 18 N. benthamiana bitkisinin, siddetli simptom
sergileyen 14’linde wild tip RNA-4’iin bulundugu; zayif simptom sergileyen dort
bitkide ise wild tip RNA-4’1in tespit edilemedigi bildirilmistir. Bununla birlikte, zayif
simptom gozlenen dort rnegin birinde ise, wild tip RNA-4’¢ spesifik beklenen 997
bp’de bant olusumu yerine, 997 bp’den biraz daha kii¢iikk bir bant olusumu
gozlenmesinden dolayt RNA-4’tin  delesyonlu bir formunun bulundugunu
belirtilmistir (Rahim vd, 2011). Diger taraftan, N. benthamiana’da siddetli simptom
olusumuna neden olan (yapraklarda kivrilma+ ciicelesme) Cin izolati BN345 (RNA-
1, RNA-2, RNA-3, RNA-4 ve RNA-5 segmentlerini igeren) ile yiiriitiilen bir diger
aragtirmada ise, mekanik inokulasyon yapilan 25 bitkide RNA-4’{in bulundugu, bu
orneklerin bir tanesinde ise jelde olusan bant profiline gére RNA-4’iin delesyonlu
formunun oldugu bildirilmistir (Wang vd, 2011). Yiriitilen bu g¢alismada; yedi
BNYVV izolati (IGDR-6-3, GZNP-27-3, ELZG-44-1, SMSN-61-2, TKAT-106-2,
KSTM-281-2 ve KTHY-602-3) ile inokule edilen N. benthamiana bitkilerinde zayif
simptom olusumu (sadece mozayik); diger sekiz BNYVV izolat1 (EDRN-125-2,
KRLR-134-1, BRSA-148-2, CNKL-150-3, ESHR-225-1, ADPZ-291-3, KYSR-524-1
ve ANKR-617-3) ile inokule edilen bitkilerde ise siddetli simptom
(mozayik+tciicelesme) olusumu gozlenmistir (Sekil 4. 25). Bu ¢alismada incelenen
orneklerin tamaminda P31 proteininin varlig tespit edilmis olup, simptom tipleri
(zayif veya siddetli) ile P31’in bulunma durumu arasinda dogrudan bir iliskinin

olmadig1r sonucuna varilmistir. Diger taraftan, onceki c¢alismalara benzer sekilde
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(Rahim vd, 2007; Wang vd, 2011), bu g¢alismada da, bes farkli BNYVV izolati
(KRLR-134-1, ESHR-225-1, KTHY-602-3, ADPZ-291-3 ve ANKR-617-3) ile
inokule edilen N. benthamiana orneklerinde, 997 bp’de P31 genine spesifik olusan
bant ile birlikte daha kiicilik ektra bir bant olusumu da dikkat ¢ekmistir (Sekil 4. 25).
Jelde olusan bant profilleri incelendiginde ise; KRLR-134-1, ESHR-225-1 ve KTHY -
602-3 izolatlar1 ile inokule edilen orneklerde olusan ekstra bant biiyiikliigliniin
birbirleri ile benzer oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan; ADPZ-291-3 ve ANKR-617-
3 izolatlar1 ile inokule edilen 6rneklerde de tespit edilen ekstra bantin diger li¢ 6rnekten
farkli biiyiikliikte olmakla birlikte, bu iki 6rnekte birbirine yakin biiyiikliikte oldugu
saptanmistir (Sekil 4. 25). Elde edilen bu sonug, N. benthamiana bitkisine
BNYVV’nin mekanik olarak ilk aktarimi sonucunda, bu bes ornekte P31 gen
bolgesinde delesyon olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu durumun net olarak ortaya
konulabilmesi igin, ileride bu ekstra bantlara ait PCR firiinlerinin elde edilerek, sekans

analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢alismada, N. benthamiana’dan izole edilen 6rneklerde BNYVV RNA-31
tarafindan kodlanan P25 proteininin bulunma durumu da arastirilmistir. P25 bélgesine
spesifik primerler ile yiirtitiilen RT-PCR ¢aligmalar1 sonrasinda incelenen drneklerden
sadece birinde (ANKR-617-3) bu bolgeye spesifik bant elde edilmistir. Bu bitkide
rapor edilen simptom; mozayik-+ciicelesme seklinde olup bu tarz belirtiler ‘siddetli
simptom’ olarak ifade edilmektedir. Benzer belirtilere sahip diger izolatlar ile enfekteli
N. benthamiana o6rneklerinde (EDRN-125-2, KRLR-134-1, BRSA-148-2, CNKL-
150-3, ESHR-225-1, ADPZ-291-3 ve KYSR-524-1) ise P25 geni tespit edilememistir
(Sekil 4. 25). Elde edilen bu sonug, N. benthamiana’da gozlenen farkli simptom tipleri
(zay1if veya siddetli) ile P25’in bulunma durumu arasinda bir iliskinin olmadigini ve
P25 bolgesinin N. benthamiana’da viriis ¢ogalmasi esnasinda kendiliginden elemine
olabilecegini gostermistir. Nitekim, Japon O11 BNYVV izolatinin RNA-3
segmentinin  N. benthamiana bitkilerinde genellikle kendiliginden silindigi
belirlenmistir. Ustelik, RNA-3’iin N. benthamiana bitkilerinde siddetli simptom
olusumu ile bir ilgisinin olmadig1 da bildirilmistir (Rahim vd, 2007). Halbuki, RNA-3
tarafindan kodlanan P25 proteini dogal konukgularda klasik rhizomania
simptomlarinin olusumu i¢in gereklidir (Chiba vd, 2011). Ayrica, Tetragonia expansa
gibi farkli lokal lezyon konukgularinda ve dogal konukgusu olan Beta tiirlerinde

siddetli sar1 lokal lezyon olusumundan sorumludur (Tamada vd, 1989; Tamada vd,
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1999; Jupin vd, 1992). RNA-3 iizerinde yer alan bir diger protein olan, N proteini ise
nekrotik simptom olusumunda etkili olmaktadir (Chiba vd, 2008; Jupin vd, 1992).
RNA-3’iin core (¢ekirdek) bolgesi (1033 nt.-1257 nt.’leri arasindaki bolge) ise B.
macrocarpa’da BNYVV’nin vaskiiler tasinmasinda rol oynamaktadir (Lauber vd,
1998b). P31 ve P25 proteinlerinden her ikisi de simptom olusumunda gorev almakla
birlikte; bu proteinlerin etkilerinin konukguya spesifik ve farkli sekilde oldugu
bildirilmistir (Rahim vd, 2007).

Ilave olarak, N. benthamiana bitkilerinden elde edilen &rneklerden yedisinde
(IGDR-6-3, EDRN-125-2, BRSA-148-2, KSTM-281-2, ADPZ-291-3, KYSR-524-1
ve KTHY-602-3), BNYVV’nin patojenitesinde rol oynayan ve RNA-5 iizerinde yer
alan P26 proteini de, gen spesifik primerler kullanilarak RT-PCR ile arastirilmustir.
Diger sekizi ise, daha once yiiriitiilen ¢alismalarda seker pancarlarindan izole edilen
bu Orneklerde RNA-5’in bulunmadigi bilindiginden, RT-PCR ¢aligmalarina dahil
edilmemistir. Analiz edilen yedi 6rnegin, dérdiinde (IGDR-6-3, EDRN-125-2, KSTM-
281-2 ve KTHY-602-3) bu bolgeye spesifik zayif bant olusumu saptanmistir (Sekil 4.
26). Wang vd (2011), N. benthamiana’da siddetli simptom olusumuna neden olan
(yapraklarda kivrilma+ ciicelesme) BN345 izolati (RNA-1, RNA-2, RNA-3, RNA-4
ve RNA-5 segmentlerini igeren) ile yiiriittiikleri arastirmada, viriisin mekanik
inokulasyonunu takiben BNYVV ile enfekteli 25 bitkiden, sadece ikisinde RNA-5’in
bulundugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilar, BNYVV ile enfekteli N.
benthamiana’da RNA-5in hareket ve replikasyonun ¢ok diisiikk seviyede oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica, RNA-3 ve RNA-4’tin birlikte enfeksiyonunda RNA-5’in
sistemik hareketini engelleme olasiligini ortadan kaldirmak i¢in, sadece RNA-1, RNA-
2 ve RNA-5 segmentlerini igeren mutant BNY VYV izolatin1 N. benthamiana bitkilerine
inokule etmisler ve sonrasinda gergeklestirdikleri RT-PCR ¢alismalari ile RNA-5’in
sadece viriis inokule edilen yapraklarda mevcut oldugunu bildirmiglerdir (Wang vd,
2011). Diger taraftan, bu arastiricilar ayn1 aragtirmada; RNA-1 + RNA-2 + RNA-3 +
RNA-4 ya da RNA-1 + RNA-2 segmentlerini iceren BNYVV 6rneklerinde RNA-5in
iist yapraklarda saptandigini rapor etmislerdir (Wang vd, 2011). Yiritilen bu
arastirma sonucunda; simptom tiplerine gore bir ayirim olmaksizin, zayif (IGDR-6-3,
KSTM-281-2 ve KTHY-602-3) ya da siddetli simptom (ESHR-225-1) sergileyen N.
benthamiana bitkilerinin iist yapraklarina ait 6rneklerde RNA-5’in bulundugu tespit
edilmistir. Diger baz1 konuk¢ularinda BNYVV’nin patojenitesini arttirdigi bildirilen
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RNA-5’in (Liu vd, 2003; Link vd, 2005), N. benthamiana’da bu yonde ilave bir

etkisinin olmadigi anlasiimistir.

Ayrica, bu calismada, 15 farkli BNYVV izolati ile inokule edilen N.
benthamiana bitkilerinin inokulasyondan yaklasik bir ay sonra iist yapraklar alinarak,
tekrar N. benthamina bitkilerine inokulasyonlart gerceklestirilmistir. BNYVV
izolatlarinin N. benthamiana bitkilerine I. ve II. aktarimi sonucunda olusan simptomlar
kiyaslandiginda; 1. aktarimi takiben incelenen 6rneklerin tamaminda iist yapraklarda
carpict mozayik simptomunun olusumu dikkat c¢ekmesine ragmen, II. aktarim
sonrasinda ise genellikle incelenen orneklerin biiyiik bir kisminda belirgin bir
clicelesmenin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4. 17). Daha sonra; N. benthamiana
bitkilerine her iki viriis aktarimi sonucunda bitki boyu parametresinde belirlenen
farkliliklar (hafif clicelesme, ciicelesme ve normal bitki gelisimi seklinde) gézoniine
alinarak, iic BNYVV izolati (GZNP-27-3, KYSR-524-1 ve ANKR-617-3) ile inokule
edilen N. benthamiana bitkileri se¢ilmis ve bu bitkilerin virlis inokulasyonu
yapilmayan st yapraklar1 alinarak, total RNA izolasyonu caligmalar
gerceklestirilmistir. Takiben, bu bu 6rneklerde P31 geninin ¢ogaltilmasi amaciyla RT-
PCR c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Ancak, incelenen 6rneklerin higbirisinde P31
geni ¢ogaltilamamistir. Bu sebeple, ileride incelenen 6rnek sayisinin arttirilarak bu

calismaya devam edilmesi gerekmektedir.

Diger taraftan, ELISA testi sonuglarina gore, incelenen 15 BNYVV izolatinin,
biri hari¢ (BRSA-148 izolat1) sistemik konukc¢u olan 1spanakta, 15 izolatin tamaminin
ise seker pancarinda sistemik enfeksiyon olugturmadigi goriilmiistiir. Nitekim, RNA -
3 tarafindan sentezlenen P25 proteini dogal konukgusu olan Beta tiirlerinde siddetli
sar1 lokal lezyon olusumundan sorumludur (Tamada vd, 1989; Tamada vd, 1999; Jupin
vd, 1992). RNA-3 iizerinde yer alan bir diger protein olan, N proteini ise nekrotik
simptom olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Chiba vd, 2008; Jupin vd, 1992). S.
oleracea’da ise vaskiiler taginma i¢in BNYVV’nin genom segmentlerinden sadece
RNA-1 ve RNA-2’sinin yeterli oldugu belirtilmektedir (Lauber vd, 1998a; Lauber vd,
1998b; Andika vd, 2005; Gilmer, 2016). Bu sebeple, 1spanak ve pancar gibi sistemik
konukgularda BNYVV enfeksiyonunun net olarak ortaya konulabilmesi i¢in, bu
bitkilere ait Orneklerde ilgili genom bolgeleri goz Oniinii alinarak RT-PCR

calismalarinin yapilmasinin gerekli oldugu kanaatine varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Seker pancarinda rhizomania hastaliina Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV)
neden olmakta ve virlis vektor protozoa Polymyxa betae Keskin tarafindan
taginmaktadir. Rhizomania hastaliginin seker pancarinin verim ve kalitesinde biiyiik
kayiplara neden oldugu bildirilmektedir. Bu hastalik ile miicadelede; oncelikle gerek

etmenin, gerekse vektoriiniin dogru olarak tanilanmasi biiylik 6nem tasimaktadir.

Bu tez caligmasi kapsaminda, Tiirkiye seker pancari iiretim alanlarindan cografik
lokasyonuna gore segilen BNYVV ile bulasik 15 toprak 6rneginde, yiiriitiilen tuzak
bitki testi (cv. Ansa-rhizomania’ya hassas seker pancari) ¢alismalari ile elde edilen
kok orneklerinde; BNYVV’nin vektorii P. betae’ya ait dinlenme spor yapilarinin
varlig1; hem mikroskobik ve hem de molekiiler yontemlerle arastirilmistir. Bu calisma
sonucunda; BNYVV’ye hassas olan seker pancart bitkilerinin koklerinde, RT-PCR
caligmalarina gerek duyulmaksizin, direkt kok boyamasi caligsmalarini takiben 11k
mikroskobu ile vektoriin dinlenme spor yapilarinin kolaylikla belirlenebildigi
goriilmiistiir. Yiiriitiillen molekiiler ¢alismalar sonucunda, 10 BNYVV izolatinin
vektor ile tasinmada etkin olan P31 genom bolgesinin niikleotit dizileri belirlenmistir.
BNYVYV izolatlarinin Diinya izolatlar1 ile BLASTn analizi ve elde edilen filogenetik
agac, Tirkiye seker pancari liretim alanlarindan elde edilen izolatlarin iki farkli gruba
ayrildiklarin1  gostermistir. Buna gore; IGDR-6 izolatinin, Fransiz-P ve Cin-B
streynlerinin tiyelerinin bulundugu, Grup II igerisinde; diger izolatlarin (GZNP-27,
ELZG-44, SMSN-61, EDRN-125, BRSA-148, CNKL-150, KSTM-281, KYSR-524
ve ANKR-617) ise Italyan streyn grubuna dair BNY V'V izolatlarimin yer aldiklar1 Grup
[II’de bulunduklar1 saptanmistir. Boylece, bu calisma ile ilk kez Tiirkiye BNYVV
izolatlarinin P31 genom bolgesine gore molekiiler agidan karakterizasyonlar

yapilmaistir.

Ayrica, bu ¢alismada BNYVV’nin sistemik konukgusu olan N. benthamiana
bitkisinde 15 BNYVV izolatinin farkli gen (CP, P25, P26 ve P31) bolgeleri
arastirllmistir. Diinya izolatlar1 ile bu calismadaki izolatlar kiyaslandiginda, N.
benthamiana bitkilerinde belirlenen simptom tipleri (zayif veya siddetli) ile P31, P25

ve P26 genlerinin bulunma durumlar arasinda dogrudan bir iliskinin olmadigt
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sonucuna varilmstir. ilave olarak; bu calismada elde edilen bulgular; N. benthamiana
bitkilerine virilisiin ilk aktarimini takiben, bazi izolatlarda 6zellikle P31 genom
bolgelerinde silinmenin olabilecegine isaret etmistir. Bu sebeple; bu silinmenin net
olarak ortaya konulabilmesi i¢in, ileride P31 bdolgesi i¢in spesifik primerler ile elde

edilen PCR f{irlinlerinin sekans analizlerinin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER

EK 1. Hoagland Soliisyonu

Tuzak bitki testi sirasinda bitkilerin sulanmasi amaciyla kullanilan Hoagland besin
soliisyonu A, B ve C olmak iizere ii¢ stok soliisyondan olusmaktadir (Dijkstra ve De

Jager, 1998).

-A Soliisyonu: 5.06 g KNO3, 1.36 g KH2PO4, 4.93 g MgS04.7 H20, 12.40 g
Ca(NO03).4H20, 5.85 g NaCl maddeleri 1000 ml saf su ilave edilerek ¢oziilmiistiir.

-B Soliisyonu: 1 g FeSO4.7H20, 1.04 g EDTA maddeleri ayr1 ayr1 50 ser ml’lik saf

suda ¢ozdiiriildiikten sonra bir arada karistirilmistir.

-C Soliisyonu: 0.110 g H3BO4, 0.015 g CuCl2.2H20, 0.010 g ZnClI2, 0.015 g
MnCl2.2H20, 0.03 g MoO3 maddeleri 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir.

Hoagland soliisyonunu; A soliisyonundan 600 ml, B ve C solusyonlarindan 15’er ml
alinarak, bu {i¢ sollisyon bir araya getirilirip, saf su ile 1000 ml’ye tamamlanarak

hazirlanmastir.
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EK 2. ELISA Testinde Kullanilan Tampon Cozeltiler (gr/l)

-Fosfat Tamponu Salin (PBS) (pH= 7.4): 8.0 g NaCl, 0.2 g KH2 PO4, 0.2 g KCI, 0.2
g NaN3, 2.9 g Na2HPO4. Kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’s1 0.1 M NaOH veya
0.1 M HCl ile ayarlanmis ve 4°C’ de saklanmuistir.

-Kaplama Tampon Cozeltisi (pH= 9.6): 1.59 g Na2CO3, 2.93 g NaHCO3, 0.2 g
NaN3. Kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH’ s1 ayarlanmis ve 4°C’de saklanmistir.
Ancak her kullanimda pH tekrar kontrol edilmistir.

-Yikama Tampon Cozeltisi: 1 It PBS’ye 0.5 ml Tween-20 eklenip karistirilmistir.

-Ekstraksiyon Tampon Cozeltisi: 1 It yikama tampon c¢ozeltisi + 20 g (%2)
Polyvinylpyrrolidone 40.000 (PVP-40) + 1g yagsiz siit tozu ilave edilerek

hazirlanmistir.

-Konjugat Tampon Cozeltisi: Konjugat tampon c¢ozeltisi, ekstraksiyon tampon

¢ozeltisi olarak da kullanilmistir.

-Substrat Tampon Cozeltisi (pH= 9.8): 9.7 ml Diethanolamin 80 ml saf su i¢ine ilave
edildikten sonra 20 mg NaN3 konmus ve HCI ile pH 9.8’ e ayarlanarak 100 ml’ye

tamamlanmaistir.
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EK-3. Tiirkiye izolatlarinin RNA-4 segmenti P31 bdlgesini i¢eren kismi baz dizilerinin Diinya’daki bazi BNY VYV izolatlari ile niikleotit diizeyinde
karsilastirilmasi

Izolat Ady/ N i izole Edildigi  Baz ) o Baz
GenBank Erisim No Bitki No  Start Kodon Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
ELZG-44 Elazig Seker pancart 1 ATEGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
ELZG-44-1 Elaz1g N. benthamiana 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
SMSN-61 Samsun Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCIITCCTTTGATACGTCATGAA 60
EDRN-125 Edirne Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
BRSA-148 Bursa Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 1 ATEGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
ANKR-617 Ankara Seker pancari 1 ATEGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
AM779754 fran Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
EU864119 Almanya Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
AB563113 Cin Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
AB563093 Japonya Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
AB563124 ftalya Seker pancar 1 ATEGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCITCCTTTGATACGTCATGAA 60
AB563127 Fransa Seker pancari 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
AF197554 Kazakistan Seker pancari 1 ATEGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
AB563142 USA Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
DQ440515 UK Seker pancart 1 ATGGCTGATGGAGAGATATGTCGGTGTCAGGTTACTGATCCTCCTTTGATACGTCATGAA 60
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
ELZG-44 Elazig Seker pancari 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
ELZG-44-1 Elaz1g N. benthamiana 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
SMSN-61 Samsun Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
EDRN-125 Edirne Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
BRSA-148 Bursa Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGT 120
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
ANKR-617 Ankara Seker pancar 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AM779754 fran Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
EU864119 Almanya Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AB563113 Cin Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AB563093 Japonya Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AB563124 ftalya Seker pancari 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AB563127 Fransa Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AF197554 Kazakistan Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
AB563142 USA Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTl 120
DQ440515 UK Seker pancart 61 GACTATGATTGTACTGCTAGGATGGTGCAGAAACGGATTGAGATTGGCCCATTGGGTGTC 120
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi  Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 121  TTACTCAATCTAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATATTGATGTTTATCCG 180
GZNP-27 Gaziantep Sckerpancart 121  TTACTTAATCTAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
ELZG-44 Elazig Scker pancart 121  TTACTCAATCTIAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIJAGACATABTGATGTTTATCCG 180
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 121  TTACTCAATCTIAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
SMSN-61 Samsun Seker pancari 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATABTGATGTTTATCCG 180
EDRN-125 Edirne Seker pancari 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
BRSA-148 Bursa Seker pancari 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATABTGATGTTTATCCG 180
BRSA-148-2 Bursa N.benthamiana 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIJAGACATABTGATGTTTATCCG 180
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 121  TTACTCAATCTHAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 121  TTACTCAATCTAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATABTGATGTTTATCCG 180
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATABTGATGTTTATCCG 180
KYSR-524-1 Kayseri N.benthamiana 121  TTACTCAATCTHAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIHAGACATABTGATGTTTATCCG 180
ANKR-617 Ankara Scker pancart 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIJAGACATABTGATGTTTATCCG 180
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATABTGATGTTTATCCG 180
AM779754 fran Seker pancart 121  TTACTCAATCTAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTGAGACATATTGATGTTTATCCG 180
EU864119 Almanya Seker pancart 121  TTACTCAATCTAAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTHAGACATATTGATGTTTATCCG 180
AB563113 Cin Seker pancart 121  TTACTCAATCTAAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATATTGATGTTTATCCG 180
AB563093 Japonya Seker pancart 121  TTACTCAATCTAAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIAGACATATTGATGTTTATCCG 180
AB563124 italya Seker pancart 121  TTACTCAATCTRAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATABTGATGTTTATCCG 180
AB563127 Fransa Seker pancari 121  TTACTCAATCTAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATATTGATGTTTATCCG 180
AF197554 Kazakistan Seker pancari 121  TTACTCAATCTAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATATTGATGTTTATCCG 180
AB563142 USA Sekerpancart 121  TTACTCAATCTHAABATGTTATTTCATATGTCTCGTGTIJAGACATABTGATGTTTATCCG 180
DQ440515 UK Seker pancart 121  TTACTCAATCTAAATATGTTATTTCATATGTCTCGTGTAGACATATTGATGTTTATCCG 180
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi  Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
ELZG-44 Elazig Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGRTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGITGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
SMSN-61 Samsun Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
EDRN-125 Edirne Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
BRSA-148 Bursa Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
CNKL-150 Canakkale Scker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
KASTM-281 Kastamonu Secker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
KYSR-524 Kayseri Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGRTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
ANKR-617 Ankara Scker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGRTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGITGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AM779754 fran Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
EU864119 Almanya Seker pancart 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AB563113 Cin Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGRTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AB563093 Japonya Seker pancart 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AB563124 italya Scker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGITGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AB563127 Fransa Scker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AF197554 Kazakistan Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGCTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
AB563142 USA Seker pancar1 181 TATCTGAATAATATIIATGTCTATTTCGGTGTCGRTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
DQ440515 UK Scker pancar1 181 TATCTGAATAATATCATGTCTATTTCGGTGTCGTGGATGTTCCTGTGTCTAGTGGCGTT 240
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
ELZG-44 Elazig Seker pancari 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
SMSN-61 Samsun Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
EDRN-125 Edirne Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
BRSA-148 Bursa Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
ANKR-617 Ankara Seker pancar 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AMT779754 fran Seker pancart 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
EU864119 Almanya Seker pancari 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AB563113 Cin Seker pancart 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AB563093 Japonya Seker pancari 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AB563124 italya Seker pancari 241 GGBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AB563127 Fransa Seker pancart 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AF197554 Kazakistan Seker pancart 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
AB563142 USA Seker pancart 241 GGEBGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
DQ440515 UK Seker pancari 241 GGTGTTGGACGTGTACGTGTTTTAATATTTACAACTAGTCGTGAACGTGTTGGTATATTC 300
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izolat Ady/ - o izole Edildigi  Baz ) o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 301 ~ CACGGATGGCAGATTGTGCCIGGGTGCTTTCTTAARGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
ELZG-44 Elazig Seker pancart 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
ELZG-44-1 Elazig N.benthamiana 301  CAJIGGATGGCAGEBTTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
SMSN-61 Samsun Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAARGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
EDRN-125 Edirne Seker pancari 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
BRSA-148 Bursa Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAARGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
CNKL-150-3 Canakkale ~ N.benthamiana 301  CARGGATGGCAGETTGTGCCGGGTGCTTTCTTAARGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAAIGCBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
KYSR-524-1 Kayseri N.benthamiana 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAAIGCBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
ANKR-617 Ankara Seker pancart 301  CAJJGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAARGCBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 301  CAGGATGGCAGEBTTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAARIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AM779754 fran Seker pancart 301  CACGGATGGCAGATTGTGCCEGGGTGCTTTCTTAABGCECCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
EU864119 Almanya Seker pancart 301  CACGGATGGCAGATTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAANIGCBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AB563113 Cin Seker pancart 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCIGGGTGCTTTCTTAAIGCTCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AB563093 Japonya Seker pancart 301  CACGGATGGCAGATTGTGCCEGGGTGCTTTCTTAACGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AB563124 Italya Seker pancart 301  CAJJIGGATGGCAGEBTTGTGCCEGGGTGCTTTCTTAARGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AB563127 Fransa Seker pancart 301  CACGGATGGCAGATTGTGCCRGGGTGCTTTCTTAABGCECCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AF197554 Kazakistan Seker pancari 301  CACGGATGGCAGATTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAABGCECCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
AB563142 USA Seker pancart 301  CAJIGGATGGCAGEBTTGTGCCCGGGTGCTTTCTTAANIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
DQ440515 UK Seker pancart 301  CAIGGATGGCAGEBTTGTGCCHGGGTGCTTTCTTAAIGCEBCCGTGTTATAGTGGTGTTGAT 360
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IGDR-6 Igdir Seker pancart 361 GTTCTGTCTGATGAGTTGTGTGAAGCTAAATTEBITEBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 361 GTTCTGTCTGATGAGEBTHETGTGAAGCTAARATTEBRTBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
ELZG-44 Elazig Seker pancari 361 GTTCTGTCTGATGAGEBTHETGTGAAGCTAARATTEBRTBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
ELZG-44-1 Elaz1g N. benthamiana 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTBTGTGAAGCTAARATTEBERTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
SMSN-61 Samsun Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGETHATGTGAAGCTAABATTEBMTEBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG — 420
EDRN-125 Edirne Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGETHATGTGAAGCTAABATTEBMTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG — 420
BRSA-148 Bursa Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGETHATGTGAAGCTAARATTEBTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG — 420
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 361 GTTCTGTCTGATGAGEBTHETGTGAAGCTAARATTEBRTBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTHATGTGAAGCTAARATTEBETEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTBTGTGAAGCTAARATTEBERTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTHATGTGAAGCTAARATTEBMTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG ~ 420
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGETHATGTGAAGCTAARATTEBTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 361 GTTCTGTCTGATGAGEBTHATGTGAAGCTAAATTEBETBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
ANKR-617 Ankara Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGETATGTGAAGCTAARATTEIITEBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGTG 420
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTBTGTGAAGCTAARATTEBERTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG ~ 420
AM779754 fran Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGTTHTGTGAAGCTAARATTETEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
EU864119 Almanya Seker pancart 361 GTTCTGTCTGATGAGTTBTGTGAAGCTAAATTEBRTEBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGTG 420
AB563113 Cin Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGTTETGTGAAGCTAARATTACTAATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
AB563093 Japonya Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGTTBTGTGAAGCTAARATTEBRTEBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
AB563124 Italya Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGEBTBTGTGAAGCTAARATTEBRTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG ~ 420
AB563127 Fransa Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGTTEATGTGAAGCTAACATTEBMTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG ~ 420
AF197554 Kazakistan Seker pancart 361  GTTCTGTCTGATGAGTTBTGTGAAGCTAARATTEBRTEATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
AB563142 USA Seker pancart 361 GTTCTGTCTGATGAGEBTHETGTGAAGCTAATATTEBRTBATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
DQ440515 UK Seker pancari 361  GTTCTGTCTGATGAGTTHETGTGAAGCTAAJATTACTAATACTTCGGTTTCGTCTGTTGEG 420
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izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 421  AT@TTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 421 ATETTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
ELZG-44 Elazig Seker pancart 421 ATETTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
ELZG-44-1 Elaz1g N.benthamiana 421  ATETTCEBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
SMSN-61 Samsun Seker pancart 421  ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
EDRN-125 Edirne Seker pancart 421 ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATECTATTACTTACGTCTAGTACT 480
BRSA-148 Bursa Seker pancart 421  ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
BRSA-148-2 Bursa N.benthamiana 421  AT@ETTCEBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 421  ATETTCEBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
CNKL-150-3 Canakkale ~ N.benthamiana 421  ATETTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 421 ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 421  ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATECTATTACTTACGTCTAGTACT 480
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 421 ATEBTTCAATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
ANKR-617 Ankara Seker pancari 421 ATETTCBATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 421  ATETTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATECTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AM779754 fran Seker pancart 421  ATETTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
EU864119 Almanya Seker pancart 421 ATBTTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AB563113 Cin Seker pancart 421 ATETTCHATGGGTCGTATAGACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AB563093 Japonya Seker pancart 421 ATETTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AB563124 ftalya Seker pancart 421 ATEBTTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AB563127 Fransa Seker pancart 421 AT@TTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AF197554 Kazakistan Seker pancart 421 ATBTTCGATAGGTCGTATABACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
AB563142 USA Seker pancart 421 ATETTCHATAGGTCGTABABACCTGAAGACGTCTGGATEBCTATTACTTACGTCTAGTACT 480
DQ440515 UK Seker pancart 421  ATTTTCHATGGGTCGTATAGACCTGAAGACGTCTGGATACTATTACTTACGTCTAGTACT 480
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izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGAGATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
ELZG-44 Elazig Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
ELZG-44-1 Elaz1g N. benthamiana 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
SMSN-61 Samsun Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
EDRN-125 Edirne Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
BRSA-148 Bursa Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
ANKR-617 Ankara Seker pancar 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AM779754 fran Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGAGATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
EU864119 Almanya Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AB563113 Cin Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGATATAGAACAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AB563093 Japonya Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AB563124 ftalya Seker pancar 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AB563127 Fransa Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGAGATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AF197554 Kazakistan Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGAGATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
AB563142 USA Seker pancart 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGABATAGACCAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
DQ440515 UK Seker pancari 481  TGTTATGGTTATCATGATGTTGTTGTTGATATAGAACAATGTACATTACCTTCTAATATA 540
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IGDR-6 Igdir Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBATTGTTCTGGCGTTGCTATTTCAATGATAATCATTGTRTTTGTGGT 600
ELZG-44 Elazig Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTBTTTGTGGT 600
SMSN-61 Samsun Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
EDRN-125 Edirne Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
BRSA-148 Bursa Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTTGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTCTGCTATTTCAATGATAATCATTGTETTTGTGGT 600
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTETGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTHTGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
ANKR-617 Ankara Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTTGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTITGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
AM779754 fran Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
EU864119 Almanya Seker pancar 541  GATGGGTGTGTTEBATTGTTCTGGCGTHTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
AB563113 Cin Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTTGTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
AB563093 Japonya Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGCGGT 600
AB563124 italya Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTHTGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
AB563127 Fransa Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
AF197554 Kazakistan Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEBTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
AB563142 USA Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTEATTGTTCTGGCGTHTGCTATTTCAATGATAATCATTGTEBTTTGTGGT 600
DQ440515 UK Seker pancari 541  GATGGGTGTGTTTGTTGTTCTGGCGTRTGCTATTTCAATGATAATCATTGTTTTTGTGGT 600
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izolat Ady/ - o izole Edildigi  Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 601 CGTCGGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 601  CGTCGIGATAGTAATCCHETEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
ELZG-44 Elazig Scker pancart 601 CGTCGRGATAGTAATCCHETECAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 601 CGTCGJGATAGTAATCCHETEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
SMSN-61 Samsun Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
EDRN-125 Edirne Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
BRSA-148 Bursa Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 601 CGTCGGATAGTAATCCHETECAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 601 CGTCGRGATAGTAATCCETECAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 601 CGTCGEGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG — 660
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 601 CGTCGGATAGTAATCCHETEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
ANKR-617 Ankara Seker pancart 601 CGTCGIGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 601 CGTCGEGATAGTAATCCEBTECAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG — 660
AM779754 fran Seker pancart 601 CGTCGGGATAGTAATCCETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
EU864119 Almanya Seker pancart 601  CGTCGEGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG — 660
AB563113 Cin Scker pancart 601  CGTCGJGATAGTAATCCTTTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
AB563093 Japonya Seker pancart 601  CGTCGJGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
AB563124 italya Seker pancart 601 CGTCGGATAGTAATCCHTEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
AB563127 Fransa Seker pancart 601  CGTCGJGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
AF197554 Kazakistan Seker pancart 601  CGTCGJGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
AB563142 USA Seker pancart 601  CGTCGGATAGTAATCCHETEBCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG 660
DQ440515 UK Seker pancart 601  CGTCGRGATAGTAATCCHETTCAATCCGCCTTGTTTTCAATTTATTAAAGATTGTAATGAG — 660
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izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 661 TTGTATGGHEACAAARIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGABAATTTG 720
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHETGARAABTTG 720
ELZG-44 Elazig Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHETGARAABTTG 720
ELZG-44-1 Elazig N.benthamiana 661  TTGTATGGEACAAARIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGEBTGARAABTTG 720
SMSN-61 Samsun Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHETGARAABTTG 720
EDRN-125 Edirne Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAATGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHTGARAABTTG 720
BRSA-148 Bursa Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAATGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEBGTTGGTGHETGARAABTTG 720
BRSA-148-2 Bursa N.benthamiana 661  TTGTATGGEACAAAGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHETGARAABTTG 720
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 661  TTGTATGGEBACAAAIIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGTTGARAABTTG 720
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 661  TTGTATGGEACAAARIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGEBTGARAABTTG 720
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHTGARAABTTG 720
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGHETGARAABTTG 720
KYSR-524-1 Kayseri N.benthamiana 661  TTGTATGGEACAAAIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEBGTTGGTGHETGANAABTTG 720
ANKR-617 Ankara Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGETGARAABTTG 720
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 661  TTGTATGGEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEBGTTGGTGHETGARAABTTG 720
AM779754 fran Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAATGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGACAATTTG 720
EU864119 Almanya Seker pancari 661  TTGTATGGEACAAATGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGACAATTTG 720
AB563113 Cin Seker pancari 661  TTGTATGGEACAAARIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGARAABTTG 720
AB563093 Japonya Seker pancari 661  TTGTATGGEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGHETGACAATTTG 720
AB563124 Italya Seker pancari 661  TTGTATGGEACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEBGTTGGTGHTGARAABTTG 720
AB563127 Fransa Seker pancari 661  TTGTATGGTACAAARGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGEBTGACAATTTG 720
AF197554 Kazakistan Seker pancari 661  TTGTATGGHEACAAABIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGACAATTTG 720
AB563142 USA Seker pancar 661  TTGTGTGGEACAAANIGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTEGTTGGTGEBTGARAABTTG 720
DQ440515 UK Seker pancari 661  TTGTATGGEACAAACGAAACTAAACAATTCATTTGTGACCTTGTTGGTGETGARAABTTG 720
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 721  GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
ELZG-44 Elazig Seker pancar 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 721  GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
SMSN-61 Samsun Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
EDRN-125 Edirne Seker pancar 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
BRSA-148 Bursa Seker pancar 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
BRSA-148-2 Bursa N.benthamiana 721 ~ GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
CNKL-150 Ganakkale Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
CNKL-150-3 Ganakkale N.benthamiana 721 ~ GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
KYSR-524 Kayseri Seker pancar 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
KYSR-524-1 Kayseri N.benthamiana 721 ~ GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
ANKR-617 Ankara Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AM779754 fran Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
EU864119 Almanya Seker pancari 721 GABAGTGTTAATACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AB563113 Cin Seker pancart 721  GATAGTGTTAABACTCTAACAAAGGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AB563093 Japonya Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AB563124 Italya Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AB563127 Fransa Seker pancart 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AF197554 Kazakistan Seker pancari 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
AB563142 USA Seker pancari 721 GABAGTGTTAABACTCTAACAAAAGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
DQ440515 UK Seker pancart 721 GATAGTGTTAABACTCTAACAAAGGAAGGGTGGCGAAGGTTTTGTGATGTTCTTTGGAAT 780
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - S izole Edildigi Baz i o Baz
GenBank Erisim No Bitki No Niikleotit Dizisi No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 781 ACCACTTANIGGHIGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 781 ACCACTTANIGGHIGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
ELZG-44 Elazig Scker pancart 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
ELZG-44-1 Elazig N.benthamiana 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
SMSN-61 Samsun Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
EDRN-125 Edirne Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
BRSA-148 Bursa Seker pancart 781 ACCACTTARGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCACGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
BRSA-148-2 Bursa N.benthamiana 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
KYSR-524-1 Kayseri N.benthamiana 781  ACCACTTANGGHGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
ANKR-617 Ankara Seker pancari 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 781  ACCACTTAIGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCBCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AM779754 fran Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
EU864119 Almanya Seker pancari 781 ACCACTTACGGCGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCGCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AB563113 Cin Sckerpancart 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGGTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AB563093 Japonya Seker pancari 781 ACCACTTARGGRGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AB563124 italya Seker pancart 781  ACCACTTANGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCBCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AB563127 Fransa Seker pancart 781  ACCACTTABGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AF197554 Kazakistan Seker pancart 781 ACCACTTARGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHACGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
AB563142 USA Seker pancari 781 ACCACTTANIGGHIGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCCGCTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
DQ440515 UK Sekerpancart 781  ACCACTTARGGEGATGTTGAGTCTCGTACTTTTGCHCGGTTTCTGTGGTTTGTCTTTTAT 840
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EK 3. (Devam)

izolat Ady/ - o izole Edildigi Baz Niikleotit Dizisi Baz
GenBank Erisim No Bitki No STOP KODON No
IGDR-6 Igdir Seker pancart 841 CACGATTAG 849
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 841 CACGATTAG 849
ELZG-44 Elazig Seker pancart 841 CACGATTAG 849
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 841 CACGATTAG 849
SMSN-61 Samsun Seker pancari 841 CACGATTAG 849
EDRN-125 Edirne Seker pancari 841 CACGATTAG 849
BRSA-148 Bursa Seker pancari 841 CACGATTAG 849
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 841 CACGATTAG 849
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 841 CACGATTAG 849
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 841 CACGATTAG 849
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 841 CACGATTAG 849
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 841 CACGATTAG 849
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 841 CACGATTAG 849
ANKR-617 Ankara Seker pancari 841 CACGATTAG 849
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 841 CACGATTAG 849
AM779754 fran Seker pancari 841 CACGATTAG 849
EU864119 Almanya Seker pancari 841 CACGATTAG 849
AB563113 Cin Seker pancar 841 CACGATTAG 849
AB563093 Japonya Seker pancar 841 CACGATTAG 849
AB563124 ftalya Seker pancart 841 CACGATTAG 849
AB563127 Fransa Seker pancari 841 CACGATTAG 849
AF197554 Kazakistan Seker pancari 841 CACGATTAG 849
AB563142 USA Seker pancari 841 CACGATTAG 849
DQ440515 UK Seker pancari 841 CACGATTAG 849
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EK 4. Tiirkiye BNYVV izolatlar1 P31 proteininin Diinya’daki bazi BNY VYV izolatlar1 ile amino asit diizeyinde karsilastiriimasi

I(Z}(:el:]ts::li/Erisim No Oriin izole Edildigi Bitki m' Amino asit dizisi m'
IGDR-6 Igdir Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
ELZG-44 Elazig Seker pancart 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
SMSN-61 Samsun Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
EDRN-125 Edirne Seker pancari 1 I\/IADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
BRSA-148 Bursa Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 1 I\/IADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 1 I\/IADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
ANKR-617 Ankara Seker pancar 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AMT7T79754 fran Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
EU864119 Almanya Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AB563113 Cin Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AB563093 Japonya Seker pancart 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AB563124 Italya Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
AB563127 Fransa Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AF197554 Kazakistan Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
AB563142 USA Seker pancari 1 MADGEICRCQVTDIPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLN LNMLFHM 50
DQ440515 UK Seker pancart 1 MADGEICRCQVTDPPLIRHEDYDCTARMVQKRIEIGPLGVLLNLNMLFHM 50
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EK 4. (Devam)

I(Z}(:el:]ts::li/Erisim No Oriin izole Edildigi Bitki m' Amino asit dizisi m'
IGDR-6 Igdir Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 51 SRVRHIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
ELZG-44 Elazig Seker pancart 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 51 SRVRHIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
SMSN-61 Samsun Seker pancari 51 SRVRHIIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
EDRN-125 Edirne Seker pancari 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
BRSA-148 Bursa Seker pancari 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 51 SRVRHIIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 51 SRVRHIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
ANKR-617 Ankara Seker pancari 51 SRVRHEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 51 SRVRHIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AM779754 fran Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
EU864119 Almanya Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AB563113 Cin Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AB563093 Japonya Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AB563124 ftalya Seker pancari 51 SRVRHIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AB563127 Fransa Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AF197554 Kazakistan Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
AB563142 USA Seker pancari 51 SRVRHIEIDVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
DQ440515 UK Seker pancari 51 SRVRHI DVYPYLNNIMSISVSLDVPVSSGVGVGRVRVLIFTTSRERVGIF 100
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EK 4. (Devam)

I(Z}(:el:];zﬁ?li/Erisim No Oriin izole Edildigi Bitki m' Amino asit dizisi '?\ﬁ'
IGDR-6 Igdir Seker pancart 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMBTSVSSVBNMFDRS YRPED 150
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
ELZG-44 Elazig Seker pancari 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
ELZG-44-1 Elaz1g N. benthamiana 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANINBTSVSSVEANMFNRS YRPED 150
SMSN-61 Samsun Seker pancart 101 HGWQWNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
EDRN-125 Edirne Seker pancart 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
BRSA-148 Bursa Seker pancart 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIFETSVSSVANMFNRS YRPED 150
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANINMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
KYSR-524 Kayseri Seker pancart 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANINMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
ANKR-617 Ankara Seker pancari 101 HGWQNVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVEMFNRS YRPED 150
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANINBTSVSSVEANMFNRS YRPED 150
AM779754 fran Seker pancari 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMBTSVSSVEAMFDRS YKPED 150
EU864119 Almanya Seker pancart 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMBTSVSSVVNIFDRSYRPED 150
AB563113 Cin Seker pancari 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANITNTSVSSVEANMFNGSYRPED 150
AB563093 Japonya Seker pancari 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMBTSVSSVEANMFDRS YKPED 150
AB563124 Italya Seker pancari 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANINBTSVSSVEANMFNRS YRPED 150
AB563127 Fransa Seker pancart 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVARFDRSYKPED 150
AF197554 Kazakistan Seker pancart 101 HGWQI VPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVARFDRSYKPED 150
AB563142 USA Seker pancart 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANIMETSVSSVANMFNRS YRPED 150
DQ440515 UK Seker pancari 101 HGWQWVPGCFLNAPCYSGVDVLSDELCEANI TNTSVSSVEI FGSYRPED 150
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EK 4. (Devam)

izolat Ady/ N i izole Edildigi AA. Ammino asit dizisi AA.
GenBank Erisim No Bitki No No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 151  VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCFCG 200
GZNP-27 Gaziantep Seker pancart 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
ELZG-44 Elazig Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCFCG 200
ELZG-44-1 Elaz1g N.benthamiana 151  VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVEICSGVCYFNDNHC|CG 200
SMSN-61 Samsun Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
EDRN-125 Edirne Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
BRSA-148 Bursa Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 151  VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVHCSGVCYFNDNHC|CG 200
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 151 VWHILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCICG 200
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 151  VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVEICSGVCYFNDNHC|CG 200
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 151 VWHILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 151  VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVHCSGVCYFNDNHC|CG 200
ANKR-617 Ankara Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 151 VWHMILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
AM779754 iran Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVHCSGVCYFNDNHCFCG 200
EU864119 Almanya Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCFCG 200
AB563113 Cin Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVDIEQCTLPSNIDGCVCCSGVCYFNDNHCFCG 200
AB563093 Japonya Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVHCSGVCYFNDNHCFCG 200
AB563124 Italya Seker pancari 151 VWRMILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
AB563127 Fransa Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCFCG 200
AF197554 Kazakistan Seker pancart 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHCFCG 200
AB563142 USA Seker pancari 151 VWRILLLTSSTCYGYHDVVVEIBQCTLPSNIDGCVECSGVCYFNDNHC|CG 200
DQ440515 UK Seker pancari 151 VWI LLLTSSTCYGYHDVVVDIEQCTLPSNIDGCVCCSGVCYFNDNHCFCG 200
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EK 4. (Devam)

izolat Ady/ N i izole Edildigi AA. Amino asit dizisi AA.
GenBank Erisim No Bitki No No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
ELZG-44 Elazig Seker pancari 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
SMSN-61 Samsun Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
EDRN-125 Edirne Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
BRSA-148 Bursa Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
CNKL-150 Canakkale Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGVDNLDSVNTLTKEG 250
CNKL-150-3 Canakkale N.benthamiana 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELFIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
KASTM-281 Kastamonu Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
ANKR-617 Ankara Seker pancar 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
ANKR-617-3 Ankara N.benthamiana 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELFIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AM779754 fran Seker pancari 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
EU864119 Almanya Seker pancart 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AB563113 Cin Seker pancari 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AB563093 Japonya Seker pancari 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AB563124 italya Seker pancari 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AB563127 Fransa Seker pancart 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AF197554 Kazakistan Seker pancart 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELMIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
AB563142 USA Seker pancart 201 RRDSNPENPPCFQFIKDCNELCGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
DQ440515 UK Seker pancari 201 RRDSNPFNPPCFQFIKDCNELFIGTNETKQFICDLVGBDNLDSVNTLTKEG 250
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EK 4. (Devam)

izolat Ady/ N i izole Edildigi AA. Amino asit dizisi AA.
GenBank Erisim No Bitki No No
IGDR-6 Igdir Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
GZNP-27 Gaziantep Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
ELZG-44 Elazig Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
ELZG-44-1 Elazig N. benthamiana 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
SMSN-61 Samsun Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
EDRN-125 Edirne Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
BRSA-148 Bursa Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
BRSA-148-2 Bursa N. benthamiana 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
CNKL-150 Canakkale Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
CNKL-150-3 Canakkale N. benthamiana 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
KASTM-281 Kastamonu Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
KYSR-524 Kayseri Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
KYSR-524-1 Kayseri N. benthamiana 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
ANKR-617 Ankara Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
ANKR-617-3 Ankara N. benthamiana 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AMT7T79754 fran Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
EU864119 Almanya Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AB563113 Cin Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AB563093 Japonya Seker pancart 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AB563124 Italya Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AB563127 Fransa Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AF197554 Kazakistan Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
AB563142 USA Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
DQ440515 UK Seker pancari 251 WRRFCDVLWNTTYGDVESRTFARFLWFVFYHD 282
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